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1 INTRODUCAO

Estomatite por prétese € um processo inflamatério que envolve a
mucosa do palato quando esta é recoberta por protese removivel total ou

parcial’. E uma diagnose clinica’® com uma prevaléncia ampla, afetando

uma faixa de 11 a 67% dos usudrios de préteses removiveis>®9094116.117

sendo esta variabilidade atribuida as diferentes populacfes estudadas,
critérios de diagnéstico e metodologias aplicadas®.
A literatura reporta uma grande variedade de terminologias para se

referir a doenca: estomatite por dentadura ou estomatite

10,12,16,25,45,52,58,59,61,73,103,104,113

protética , candidiase eritematosa®®>, boca

14,25

irritada por dentadura (denture sore mouth) >, estomatite por dentadura

associada a  Candida®?®®"%%1%2  estomatite  induzida  por

28,37,53,80,83

dentadura . candidose oral associada ao uso de dentadura®®,

1467 o estomatite relacionada a dentadura®.

candidiase atréfica crbnica
Entretanto, optamos por utilizar o termo Estomatite por Protese Total (EP)
por considerarmos 0 mais adequado, além de mais utilizado e
universalmente aceito®.

A EP é frequentemente assintomatica, mas pode apresentar sinais
e sintomas como sangramento da mucosa, inchaco, sensacdo de
ardéncia, prurido ou outra sensacdo dolorosa, halitose, gosto
desagradavel e boca seca*.

A etiologia da EP é desconhecida'’’, mas de acordo com a

|4,5,84,116,117

literatura pode ser multifatoria Os fatores relacionados ao
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hospedeiro podem ser divididos em fatores locais e fatores sistémicos*%’.

Os fatores locais referem-se ao uso de proteses removiveis
(principalmente proéteses totais), oclusdo e/ou adaptacao insatisfatérias da
prétese, uso continuo e/ou material inadequado da proétese, higiene bucal
e/ou da prétese inadequada, consumo de dieta rica em carboidratos e
xerostomig®*°°#60.6185108.117 " g fatores sistémicos estdo relacionados a
idade, antibioticoterapia, uso de corticosteréides, ma nutricdo, desordens
endécrinas, doencas malignas e desordens imunolégicas*®39°*1%  Osg
fatores relacionados a protese total (idade, qualidade e higiene) e a saude
sistémica do individuo (doencas sistémicas, uso de medicacdo e fumo)
tém sido mais freqiientemente estudados®®°86185104108 " Entretanto, a EP
também é considerada uma forma de infeccdo por Candida spp.
caracterizando um quadro de candidose oral**®. Desde que Candida spp.
foi sugerida como um potencial agente causador da EP na década de 30,
este fator etiologico vem sendo estudado por diversos
pesquisadoreS4’25’28’53’58’60’94’103.

Candida spp. € um fungo comensal presente na microbiota
residente dos individuos saudaveis (de 25-50%) e de usuarios de
préteses removiveis (de 60 a 100%)**%°. Sdo microrganismos oportunistas
que transitam da condicdo comensal para patologica quando ha uma
alteracdo do mecanismo homeostatico normal entre hospedeiro e fungo*.
Este desequilibrio freqientemente é relacionado a fatores do hospedeiro

39,55,84

e raramente aos do fungo . Individuos que apresentam fatores locais
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e/ou sistémicos podem ser considerados como predisponentes a EP e

apresentam maior nimero e diversidade de espécies de Candida®>*.
Candida é um fungo heterogéneo, unicelular, sexuado ou

assexuado (forma mais isolada de infeccBes), podendo exibir

39110 axibindo ainda

blastoconideo, pseudohifas, hifas e outras estruturas
grande variacdo de fendtipo. C. albicans é a espécie mais comum isolada
da cavidade oral e considerada a mais virulenta®®, sendo responsavel por
quase 70% dos isolados, embora outras espécies possam estar
presentes, como Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Candida krusei®® e Candida dubliniensis''. Estas espécies
também sdo reconhecidas como patégenos médicos importantes,
podendo ser detectadas na cavidade oral de forma isolada ou
simultanea®®*®,

Os resultados encontrados na literatura quanto ao cultivo de
Candida spp. sdo bastante variados e provavelmente dependentes do

método de coleta utilizado®’%2,

No entanto, a técnica de impressao
(imprint) com discos de papel parece ser adequada para estudos em
superficies de proteses e de mucosa bucal, sendo considerado o método
quantitativo mais sensivel, especifico e confiavel**®?. Podemos observar

ainda que o nimero de estudos®®?7:30:31:34:41.42.48,94

, que utilizam o meio
seletivo CHROMagar Candida e o teste de assimilacdo de acucares API

20C AUX esta aumentando na literatura, visando uma identificagcdo mais
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rapida e acurada dos isolados, faciltando o estudo do fungo e
paralelamente tornando as metodologias mais semelhantes.

Os métodos classicos permitem a identificacdo das espécies de
Candida por meio de suas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas.
Adicionalmente, outras caracteristicas como susceptibilidade, producao
de proteinase, fosfolipase, entre outros, podem ser observadas. Candida
spp. pode ser categorizada por seu fenétipo (sorotipo, biotipo, resisténcia
e proteina) e mais recentemente por métodos de tipagem molecular,
como cariotipagem, analise com endonuclease de restricdo (REA),
polimorfismo no fragmento de restricdo (RFLP) e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)*. A tipagem por polimorfismo do DNA amplificado
aleatoriamente (RAPD), € wuma ferramenta importante para o
conhecimento e compreensdao da patogenicidade do fungo. Esta
metodologia permite investigar ndo apenas a identidade das espécies,
como também novas espécies ou subgrupos, transmissao, persisténcia e
resisténcia a antifingicos de cepas ou de infeccbes, além da
microevolugéo dentro de uma Unica cepa®**’®. E uma técnica de PCR
baseada na geracdo de produtos de amplificacdo de um &acido nucléico
por iniciadores curtos e arbitrarios (9 a 10 bases), com baixa temperatura
de anelamento (36°C). O resultado é a geracdo de produtos de
amplificacdo que representam uma multiplicidade de sitios anénimos e
que sdo caracteristicas do genoma estudado®®*. A técnica é rapida,

requer menor quantidade de DNA e esta sendo amplamente utilizada em
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pesquisas, inclusive em estudos analisando amostras da cavidade

24,32,46,51,74,75,115
bucal )

Sua capacidade em discriminar isolados ou
espécies é diretamente dependente da escolha dos iniciadores™*’,
devendo ser selecionados o0s iniciadores que promovam melhor
variabilidade entre as espécies ou isolados'®, permitindo a andlise das
relacdes e diversidades genéticas.

Outro fator que parece ser relevante na patogénese da EP sao os
fatores de viruléncia da Candida spp., 0s quais podem promover o
sucesso da colonizacdo e/ou invasdo dos tecidos do hospedeiro™. A
viruléncia é determinada, em parte, pela capacidade de aderir e colonizar
o acrilico da prétese elou células epiteliais da mucosa, quebrando as
barreiras de protecdo da mucosa bucal®>°. Esta capacidade do fungo
parece ser 0 passo inicial para a colonizacdo e subsequente invasao dos

tecidos bucaig®®**>08194

e pode variar segundo a espécie do fungo e tipo
de substrato.

O acrilico das proteses tem um importante papel no aumento do
risco de colonizacéo por Candida spp., pois atua como um reservatorio de
microrganismos>®’°. O processo de ades&o de Candida spp. em acrilico é
complexo e fatores como higiene oral e da protese deficientes, pH baixo
sob as proteses, dieta rica em carboidratos, superficie celular da Candida,

hidrofobicidade da superficie celular e energia livre da superficie do

acrilico, modificam a ades&o e colonizacdo de Candida spp.>°.
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Estudos indicam diferencas ou semelhancas na adesédo entre C.

66,87

albicans e C. ndo albicans®®®’, entre tipos de resinas*’, entre superficies

70,94,113

lisas e polidas® e auséncia ou presenca de saliva Produtos

98,99

metabolicos extracelulares™ ™", presenca de outros componentes como

17,27,57,94,98 também tem

plasma®'® e associacdes entre fungos e bactérias
sido consideradas no processo de adeséao.

Embora a aderéncia de Candida spp. em superficie de resina
acrilica ou superficies soélidas seja mediada principalmente por essas
interacBes nado especificas, as proteinas adsorvidas do plasma ou da
saliva por estas superficies afetam a aderéncia de Candida e sugerem
que essas proteinas adsorvidas atuem como sitios receptores
especificos®.

Nesse contexto destacamos a adesado de Candida spp. nos tecidos
bucais, que tem sido estudada de varias formas, entre elas, pela
identificacdo do tipo sanglineo dos individuos, utilizando os sistemas
ABO, H e Lewis (LE).

Os sistemas ABO, RH, H, LE e secretor (SE) possuem genes
independentes, no entanto, a expressdo de seus antigenos estédo
estritamente relacionadas. Os antigenos dos sistemas ABO, H, RH e LE,
quando expressos, podem ser encontrados nos eritrécitos e/ou fluidos, e
no sistema SE, apenas nos fluidos. Desta forma, os individuos que

107

expressam o antigeno H nos fluidos sdo chamados de secretores™" (gene

SeSe ou Sese) enquanto os que ndo expressam, de ndo secretores (gene
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sese). No sistema LE os individuos com fenétipo eritrocitario Le (a+b-) ou
Le® sd0 0s ndo secretores e 0s que apresentam fenétipo Le (a-b+) ou Le®
sdo os secretores. Quando o individuo ndo for secretor ou ndo possuir o
gene LE apresentara o fenotipo eritrocitario Le (a-b-). Neste caso,
somente a avaliacdo de fluidos corpdreos, como a saliva, podera
identificar o estado secretor do individuo.

Antigenos do grupo sangiineo ABO, H e LE sdo sequéncias de
acucares imunodominantes, localizados no término da cadeia de alguns
glicolipideos e glicoproteinas®’. A adesdo de C. albicans é mediada por
interacBes especificas com esses agucares como a D-manose, N-acetil D-
glucosamina e L-fucose®’, que atuariam como receptores, podendo
aumentar ou inibir a aderéncia do fungo?'°"**2 A capacidade de secretar
esses antigenos pode ser considerada um mecanismo de defesa nato do
hospedeiro* %9112,

Os antigenos do grupo sangiineo ABO néo estdo confinados aos
eritrocitos, podendo estar presentes em tecidos, células (incluindo células
da mucosa epitelial)® e secre¢cdes como saliva, lagrima, muco gastrico,
entre outras??***. Os antigenos do grupo sangiiineo Lewis, diferindo dos
outros, ndo sao sintetizados nas células vermelhas. Sao antigenos
soluveis presentes em secre¢cfes, como a saliva, e quando presentes no
plasma sdo adsorvidos pelos eritrocitos™.

A associacdo entre a inabilidade, determinada geneticamente, de

secretar ABH e/ou Lewis e a susceptibilidade para certas infeccbes, como
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EP elou deteccdo de C. albicans, tém sido estudadas®!!!978107.112

Apesar da relacdo entre deteccdo de Candida e grupo sangiineo ou

107

estado secretor de ABH e Lewis nem sempre ser encontrada™‘, o tipo

sangiineo O e nédo secretor de ABH, € considerado como um fator de

predisposicao a Eplo.78

, apresentando maior propensdo e maior grau de
severidade da doenca®. A deteccdo de C. albicans em individuos deste
grupo também é maior®*°. Além disso, antigenos Le? tém sido sugeridos
como receptores para Candida spp.®*%’.

Apesar do intenso desenvolvimento de técnicas moleculares, o
avanco da biotecnologia na identificacdo dos agentes etioldgicos (in vitro)
nem sempre tem sido transportado para a aplicacdo clinica, ou mais
especificamente, tem sido utilizados em amostras clinicas (in vivo). Esta é

a principal diferenca da nossa proposta, caracterizando-a como de

interesse e aplicacao clinico-laboratorial.
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2 PROPOSICAO

Objetivo geral

Este estudo se prop6s a avaliar os fatores etioldgicos relacionados
a Estomatite por Protese e suas correlacdes, por meio de avaliacdo
clinica e laboratorial.

Objetivos especificos

Avaliar a associacéao entre:
- EP e a identificacdo das espécies de Candida presentes em portadores
de protese total,
- EP e as condicbes clinicas (doencas sistémicas, uso de medicacao e
tabagismo) dos individuos,
- EP e o grupo sanguineo dos individuos,
- EP e as caracteristicas fisicas e de uso da protese total

- EP e as caracteristicas de adesao e os genotipos de Candida spp..
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Selecao dos individuos

Foram selecionados 78 individuos, de ambos 0s sexos, maiores de
18 anos, que aceitaram participar do estudo, de acordo com o
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1), divididos em dois grupos:
- Grupo Teste (n=60 individuos): individuos desdentados totais (superior
e inferior), portadores de Protese Total (PT) superior (com no minimo um
ano de uso), portadores ou ndo de PT inferior e sem historia de uso de
antifingicos tépicos e/ou sistémicos e antimicrobianos nos seis meses
anteriores a consulta. Os individuos avaliados encontravam-se na lista de
espera para troca das proéteses totais nesta Faculdade, eliminando assim,
uma amostra viciada, com individuos ja instruidos, por exemplo, quanto a
métodos de higienizacéo local da mucosa e/ou da protese, que poderiam
interferir nos resultados obtidos, uma vez que alguns estudos relacionam
essas variaveis a presenca da infeccéo. Os individuos que nao aceitaram
participar do estudo foram avaliados clinicamente em um exame de rotina
e, quando necessario, foram orientados e/ou encaminhados para
tratamento nas clinicas desta faculdade.
- Grupo Controle (n=18 individuos): individuos >30 anos de idade, nédo
usuarios de préteses removiveis (parcial ou total), podendo apresentar-se

total ou parcialmente dentado.
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Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP (CEP-FO/CAr.

Protocolo N° 54/04, de 13 de dezembro de 2004).

3.2 Procedimentos clinicos

3.2.1 Anamnese

Em uma Ficha Clinica foram coletados os dados pessoais e a
histéria médica, considerando doencgas atuais, uso de medicamentos e
habito de fumar. A histéria odontoldgica, no Grupo Teste, considerou a
presenca de sintomatologia relacionada a EP, tempo de experiéncia com
PT, idade da protese atual, tipo de material, freqiéncia de uso, satisfacao
com a PT, habitos de higienizacdo com a protese e com a cavidade bucal.
J& para o Grupo Controle, a histéria odontoldgica considerou apenas a
sintomatologia relacionada a infeccdo por Candida spp. (ardéncia ou
sensacao de “boca assada’, queimacéo ou calor, prurido e boca seca) e

hébitos de higieniza¢do da cavidade bucal.

3.2.2 Exame clinico intra-bucal
- Grupo Teste: Foi realizado exame clinico para diagnéstico de EP na
mucosa palatina, segundo a classificacdo de Newton’® (1962). O exame
da mucosa do rebordo inferior foi direcionado apenas para a presenca ou
auséncia de sinais clinicos de infeccdo por Candida spp. (areas
avermelhadas, placas brancas, descamacédo de mucosa), com finalidade

de tratamento da doenca.
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- Grupo Controle: Foi realizado exame clinico para identificar as
condicGes dos dentes e do periodonto. A condicdo dentaria foi avaliada
por meio do indice Cariados-Perdidos-Obturados-Dentes (CPOD)°.
Foram avaliados todos o0s elementos dentarios, com excecdo dos
terceiros molares, considerando as superficies oclusal, vestibular, lingual,
mesial e distal. Os critérios de diagndstico foram estabelecidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e os cddigos para preenchimento
das fichas conforme publicado por Pinto® (1989), sendo:

0- dentes ausentes,

1- dentes cariados,

2- dentes restaurados,

3- dentes extraidos,

4- dentes com extracao indicada,

5- dente higido.

Ao final foram somados todos os valores obtidos entre cariados,
restaurados, extraidos e com extracdo indicada para calcular o indice
CPOD individual. O indice geral de CPOD foi calculado pela somatoria de
todos os CPODs e divididos pelo namero total de individuos avaliados
neste grupo. Dentes que apresentasse cavidades abertas foram excluidos
de nossa amostra.

O estado periodontal foi avaliado nos elementos dentarios® 16, 21,

24, 36, 41 e 44, por meio dos seguintes parametros clinicos:
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1- Presenca de biofilme: auséncia ou presenca de placa dentéria por meio
de sondagem exploratéria®.

2- Presenca de sangramento marginal: auséncia ou presenca de
sangramento marginal®.

3- Profundidade de sondagem (mm): medida pela distancia da margem

gengival até o fundo da bolsa ou sulco gengival.

4- Sangramento a sondagem: auséncia ou presenca de sangramento até
30 segundos apos a sondagem.

5- Recesséao gengival (mm): medida pela distancia da margem gengival a
juncdo cemento-esmalte.

6- Nivel clinico de insercdo (mm): medida pela distancia da juncéo

cemento-esmalte até o fundo da bolsa ou sulco periodontal.

Na auséncia de um dos elementos dentarios citados, a avaliacao
foi realizada no elemento dental mais préximo. O exame periodontal foi
realizado por um Udnico examinador, previamente treinado por um
periodontista. As medidas de profundidade de sondagem e nivel clinico
de insercéo foram determinadas utilizando uma sonda periodontal manual
do tipo Carolina do Norte (PCPUNC 15 Hu-friedy Mfg Co Inc. Chigago IL,
EUA). As mensuracdes foram realizadas em 6 faces do dente: mesio-
vestibular, médio-vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, médio-lingual

e disto-lingual.
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3.2.3 Exame das proéteses
3.2.3.1 Qualidade das proéteses totais superiores

A qualidade das proteses totais superiores foi avaliada com base
em cinco indicadores, a partir de critérios adaptados de Rise®® (1979), de
forma somatoria, sendo melhor a condicdo da protese quanto menor a
pontuacdo obtida para a mesma. Dessa forma, foram avaliados os
seguintes indicadores: Defeitos, Material, Estabilidade, Retencédo e
Ocluséo.
Defeitos: Pontuacdo 0 - Sem defeitos

Pontuacéo 1 - Defeitos pequenos: um ou dois dentes ausentes
ou fraturados; perda menor que lcm? da base da PT; rachaduras
pequenas (menores que 2 cm) e deficiéncias da extensdo da éarea
chapeavel.

Pontuacéo 2 - Defeitos médios: trés ou mais dentes ausentes
ou fraturados; perda maior que 1cm? da base da PT; rachaduras grandes
(maiores que 2 cm), préteses totais imediatas ou dois defeitos pequenos.

Pontuacédo 3 - Defeitos grandes: fratura total da protese, mais
de um defeito médio.

Material: Foram consideradas condi¢cdes como ranhuras ou porosidade
cobrindo mais que 1/3 da base da PT, reembasamento deficiente ou
provisorio e pigmentacdo ou depositos de calculos extensos. O material

da PT foi considerado satisfatorio (pontuacédo 0) caso ndo apresentasse
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nenhuma das condicbfes acima e insatisfatério (pontuacdo 1) caso
apresentasse alguma.
Estabilidade: Ao se pressionar a regidao de pré-molar de um lado da
prétese, foi avaliada a auséncia (pontuacdo 0) ou presenca de bascula
(pontuacdo 1) do lado oposto, segundo preconizado pela disciplina de
Prétese Total da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP.
Retencdo: Foi considerada satisfatéria (pontuacdo 0) se a PT nao
deslocasse com moderada abertura bucal e insatisfatéria (pontuacdo 1)
se houvesse deslocamento. O individuo foi orientado a manter labio e
lingua relaxados.
Oclusédo: Foi considerada satisfatéria (pontuacdo 0) se houvesse
presenca de pelo menos trés pontos de contato oclusal, dois posteriores,
bilateralmente, e um anterior. Na auséncia, foi considerada insatisfatoria
(pontuacéo 1).

Para cada PT foi estabelecida uma pontuacdo que se deu pela
soma dos resultados dos cinco indicadores, correspondendo a uma
pontuacdo minima de zero (protese totalmente adequada) a maxima de 7

(protese totalmente inadequada).

3.2.3.2 Higiene das préteses totais superiores (indice de Placa)

Para verificacdo do grau de higienizacdo das proéteses foi proposto
um indice®*, que dividiu as préteses em sextantes (Figura 1). Foi realizada
aplicacado de evidenciador de placa (eritrosina - Eviplac solugéo, 10 mL,

Art Dent Ltda, Araraquara, SP, Brasil) na regido interna da protese total
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superior. Em seguida a protese foi enxaguada em &agua corrente e
avaliada a retencdo do corante. Na presenca de qualquer resquicio do
evidenciador o sextante foi considerado corado. Assim, o indice qualificou,
por meio da visualizacdo do biofilme, o estado de higiene das préteses
em Otima, boa, regular e ruim. Foram avaliadas apenas as superficies

internas por estarem em contato direto com a mucosa.

Grau de higienizacao

0 sextante corado — 6tima
1-2 sextantes corados — boa
3-4 sextantes corados — regular

5-6 sextantes corados — ruim

FIGURA 1 — Figura representativa de prétese total
dividida em sextantes utilizada para
avaliacdo da higienizacéo.

3.2.4 Coleta micolégica

As amostras para andlise micolégica foram coletadas pela técnica
de impresséao (imprint) por meio de discos (1,3cm de diametro) de papel
de filtro Whatman® Grade 1 (Whatman® Laboratory Division, Maidstone,

Inglaterra) previamente esterilizados em autoclave®®?°.

Para o Grupo
Teste, as amostras foram obtidas da mucosa do Palato (P-regido central),
face interna da Protese Total superior (PT-regido central) e dorso de

Lingua (L), pressionando-se o papel de filtro por 20 segundos em cada

regido. Para o Grupo Controle, as amostras foram coletadas pela mesma
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metodologia, da mucosa do palato (regido central) e dorso de lingua.
Apés a coleta, os discos de papel foram colocados diretamente nas
placas de cultura com a face de contato da mucosa palatina, protese total
ou dorso da lingua voltada para o meio de cultura. Todas as amostras
foram coletadas por um unico examinador, no periodo da manha, para

minimizar variacdes na microbiota bucal.

3.3 Procedimentos laboratoriais

3.3.1 Isolamento de Candida

Apés a coleta com o disco de papel de filtro colocado diretamente
em placa de Petri de polietireno (60x15mm) contendo meio de cultura
seletivo, CHROMagar Candida (CHROMagar™, Paris, Franca), as
amostras micolégicas foram incubadas a 37°C por 48 horas. Este meio de
cultura pré-identifica trés espécies de Candida, de acordo com a
coloragéo apresentada pela colonia, sendo a cor verde para C. albicans, a
cor azul acinzentado para C. tropicalis, a cor rosa para C. krusei e as
cores variando entre o branco e rosa para as outras espécies (Figuras 2 e

3).

FIGURA 2 — Cultura em CHROMagar Candida FIGURA 3 — Cultura em CHROMagar Candida

ap6s 48 horas (verde para C. apos 48 horas (rosa e branco:
albicans e rosa para outra espécies ndo identificadas pelo
espécie ndo identificada pelo meio seletivo).

meio seletivo).
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3.3.2 ldentificacdo das espécies de Candida

Das placas com cultura positiva, foram selecionadas colonias
representativas, para identificacdo da espécie presente, sendo semeada
em tubo de ensaio contendo agar Sabouraud (DIFCO e MERCK)
acrescido de cloranfenicol. Quando da presenca de coloragdes diferentes
na placa, foram semeadas em tubos diferentes. A identificacdo foi

realizada de acordo com Kurtzman e Fell®?

(1998), utilizando-se as provas
de filamentacdo e producdo de clamidoconidio (caracteristicas
micromorfolégicas), fermentacédo e assimilacdo de carboidratos por meio
do API 20C AUX (propriedades bioquimicas). As leveduras identificadas
como C. albicans foram submetidas as provas de crescimento a 45°C e
assimilacéo de xilose e a-metil-D-glucosideo avaliadas pelo API 20C AUX
(bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franca) para diferencid-las de C.
dubliniensis*.

Nos casos em que houve contaminagdo das amostras, as mesmas
foram semeadas em tubos contendo agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol até estarem livres da contaminacdo, com excecao de quatro
amostras de quatro individuos que nao foram possiveis de serem
recuperadas.

A micoteca originada deste estudo estd sendo mantida no

Laboratério de Micologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de

Araraquara, UNESP.
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3.3.3 Extracdo de DNA

A escolha de kits comerciais, tanto para a extracdo de DNA
gendmico quanto para a andlise genética, visou a praticidade do processo
e melhor padronizacdo da amostra.

A extracdo de DNA genbmico foi realizada por meio do kit
comercial, Puregene™ DNA Purification System D-6000A (Gentra
Systems INC., Minneapolis, Minn., EUA).

Iniciou-se com a semeadura dos isolados em placas de Petri
contendo agar Sabouraud com cloranfenicol pela técnica de esgotamento.
Apoés 48 horas, uma coldnia isolada foi semeada em 5mL de meio liquido
YPD (1% de extrato de levedura, 1% de dextrose e 2% de peptona),
incubados a 37°C sob agitagdo de 30Hz (ou 150rpm), overnight. Em
seguida 1mL do meio semeado foi transferido para um microtubo e a
partir dai foi seguido o protocolo de extracdo fornecido pelo kit
Puregene™ DNA Purification System.

A concentracdo e pureza do DNA foram determinadas em
espectrofotdmetro, utilizando comprimento de onda de 260nm e 280nm,
para calcular a quantidade de DNA a ser utilizada nas reacdes de RAPD
(Random Amplified Polymorphyc DNA). Foram obtidos resultados
similares e dentro dos padrfes requisitados pelo kit de RAPD (5-50ng),
permitindo padronizar a quantidade de DNA em volume (3uL) e ndo em

concentracao.
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3.3.4 Analise Genética

A tipagem molecular dos isolados encontrados foi realizada pelo
método de RAPD*>®** utilizando dois iniciadores aleatérios do kit comercial
Ready-To-Go/RAPD  Analysis Beads (Amersham  Biosciences,
Piscataway, EUA) e dois do kit comercial Operon (Operon Technologies,
Cologne, Alemanha).

Para a escolha dos dois iniciadores do kit Ready-To-Go/RAPD
Analysis Beads a serem utilizados, foram avaliados, em estudo piloto, os
seis iniciadores provenientes do proprio kit, denominados por numeros,
sendo eles: 1 — (5-d[GGTGCGGGAA]-3)

2 — (5-d[GTTTCGCTCC]-3)
3 — (5-d[GTAGACCCGT]-3)
4 — (5-d[AAGAGCCCGT]-3))
5 — (5-d[AACGCGCAAC]-3)
6 — (5-d[CCCGTCAGCA]-3)

Apos as reacdes, foram escolhidos os iniciadores 4 e 6 (Figuras 4 e
5), de acordo com avaliacdo prévia de trés pesquisadores do Laboratério
de Micologia com experiéncia nesta metodologia.

O kit Ready-To-Go/RAPD Analysis Beads contém além dos
iniciadores, 100 microtubos com beads (mistura liofilizada). Para o volume
final de 25uL da reacdo os beads contem AmpliTag™ DNA polimerase,
fragmento Stoffel, dNTPs (0,4mM cada dNTP), BSA (2,5ug) e tampéao

(3mM MgCl,, 30mM KCI e 10mM Tris, pH 8,3). Para a reacdo séo
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necessarios 25pmol do iniciador, 5-50ng de DNA e agua destilada para
completar um volume de 25uL. Nossas reacdes foram realizadas com 5uL
do iniciador (4 ou 6), 3uL de DNA e 17uL de &gua destilada estéril,
totalizando os 25uL recomendados. Em seguida as amostras foram
levadas ao termociclador (Perkin Elmer Gene Amp PCR System 9700,
Norwalk, CT, EUA), para amplificacdo, utilizando um ciclo inicial de
temperatura de desnaturacdo de 95°C por 5 minutos, seguido de 45 ciclos

de 3 tempos, sendo 95°C por 1 minuto, 36°C por 1 minuto e 72°C por 2

minutos.
Iniciador  Iniciador  Iniciador  Iniciador Iniciador Iniciador Iniciador Iniciador
1 2 2 3 4 5 5 6

Massa MM MM
Molecular
(MM)
FIGURA 4 — Padronizagdo das amostras com os FIGURA 5 — Padronizagdo das amostras com 0s
iniciadores 1, 2 e 3 (kit Ready-To- iniciadores 4, 5 e 6 (kit Ready-To-
Go/RAPD Analysis Beads (Amersham Go/RAPD Analysis Beads (Amersham
Biosciences), em gel de agarose 2%, Biosciences), em gel de agarose 2%,
apos 2 horas, a 150 volts. apos 2 horas, a 150 volts.

Os iniciadores do kit Operon foram escolhidos baseados em

estudos prévios*®*°, sendo utilizados os iniciadores OPA-03 (5'-

AGTCAGCCAC-3) e OPE-03 (5-CCAGATGCAC-3). Foi utilizada a
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mesma metodologia descrita para o0s iniciadores da Amersham

Biosciences. O padrdo de amplificacdo pode ser visto na Figura 6.

Iniciador  Iniciador
OPE-03 OPA-03

pb

1500
1000

500

Massa MM
Molecular (MM

FIGURA 6 — Padrdo de amplificacdo dos iniciadores OPE-03 e OPA-03 (Operon
Technologies), em gel de agarose 2%, apds 2 horas, a 150 volts.

Apéds a amplificacdo das amostras, os produtos da amplificagédo (ou
amplicons) foram separados por eletroforese em gel de agarose 2% em
tampdo TBE 1X (Tris 90mM, acido bdérico 90mM, EDTA 2mM, pH 8,0)
durante 2 horas a 150volts. Os produtos de amplificacdo no gel, foram
corados por brometo de etidio, na concentracdo de 0,05uL/mL e
visualizados a luz ultra-violeta.

Em todos os géis foi utilizado um padrdao de DNA com massa de
100pb (Promega), para orientacdo na identificacdo do tamanho dos
fragmentos obtidos. A imagem dos géis foi obtida pelo aparelho
ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech, Piscataway, EUA ).

A andlise dos resultados obtidos por RAPD foi feita no programa

GelCompar (Applied Maths, Version 2.0, Bélgica), utlizando os
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coeficientes de similaridade Dice e agrupamento UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method, Arithematic averages), para gerar os dendrogramas,
considerando otimizacdo de 2% e tolerancia de 3%. Os valores 1,0 no
coeficiente de similaridade e 100% no dendrograma representam
amostras geneticamente idénticas, valores 0,80-0,99 ou 80-99%
representam isolados altamente relacionados, e valores abaixo de 0,8 ou

de 80% representam isolados nao relacionados®.

3.3.5 Preparacédo dos corpos-de-prova de acrilico para adesao da
Candida spp..

Os corpos de prova foram confeccionados com base em
metodologia de Samaranayake e MacFarlane® (1980), modificado, sendo
confeccionados em resina termopolimerizavel QC 20 (DeguDent,
Dentsply, Rio de Janeiro, Brasil). Iniciou-se pela inclusdo de uma lamina
de cera 7 em mufla. Essa lamina de cera foi demarcada com linhas
transversais e horizontais delimitando quadrados de tamanho de 5x5mm.
O preparo e prensagem da resina foram feitos de acordo com o
fabricante, ou seja, 23 gramas de p6 para cada 10mL de liquido. Apés
eliminag&o da cera, a resina na fase plastica foi condensada no interior da
mufla, e prensada utilizando o ciclo A de polimerizacdo como segue:
imersdo da mufla em agua em ebulicdo, mantendo o aquecimento por
mais 20 minutos apdés nova ebulicdo. Apds o ciclo de polimerizacdo, a
mufla foi resfriada em temperatura ambiente por 10 minutos e imersa em

agua corrente. Em seguida a mufla foi aberta, a placa de acrilico formada
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e demarcada desincluida para limpeza com agua e sabdo neutro para
remocado do gesso e posterior recorte dos corpos de prova. Nao foi
realizado polimento desta placa, a fim de se imitar a superficie interna da
prétese total. Os corpos de prova foram colocados em agua destilada por
uma semana para remover o0 excesso de monémero. Apds esse periodo,
foram lavados em agua corrente por trés horas e secos em meio
ambiente. Posteriormente, os corpos de prova foram esterilizados em
oxido de etileno.

A escolha dos isolados foi baseada nos dendrogramas gerados.
Foram consideradas apenas as espécies mais prevalentes. Para tanto,
foram selecionados isolados de C. albicans e C. tropicalis. Em cada
sistema (Amersham Biosciences e Operon Technologies) foi escolhido o
iniciador que apresentou os isolados de forma mais relacionada.

Apos esta selecdo, foi realizada nova semeadura dos isolados, em
tubos de ensaio contendo agar Sabouraud com cloranfenicol. Apds 24
horas, duas al¢cadas carregadas foram semeadas em 5mL de meio liquido
HAM F12 (mistura nutriente), incubados a 37°C, overnight. Apds esse
periodo foi preparada uma suspensdo de ceélulas das leveduras em
solucao fisiolégica 0,85% (10° células/mL) e quantificadas em camara de
Neubauer.

Os corpos de prova foram colocados verticalmente nos orificios
(5mm de diametro) de uma placa de microtitulacdo, em triplicata para

cada isolado selecionado. 0,3mL dessa suspensdo com 10® células/mL
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foram colocadas em cada orificio da placa até cobrir todo o corpo de
prova. A placa foi acondicionada em incubadora a 37°C por 3 horas. Em
seguida, essa solucéo foi aspirada, os corpos de prova lavados uma vez
com agua destilada estéril e secos em incubadora a 37°C por 30 minutos.
Apoés esse periodo, os corpos de prova foram corados pela coloracdo de
Giemsa e novamente secos em incubadora a 37°C, overnight. A seguir,
os corpos de prova foram colocados em lamina de vidro e as células
quantificadas por contagem direta de 16 campos determinados
aleatoriamente em microscopia 6ptica (magnificacdo de 400x), por dois
examinadores experientes e cegos ao tipo de isolado. O controle negativo
(Figura 7) foi obtido com trés corpos de prova corados sem realizacédo da
metodologia de adesao e o controle positivo (Figura 8) com trés corpos de
prova corados apds a metodologia de adesédo em solucédo concentrada de

células (meio liquido).

FIGURA 7 — Observagcdo em microscopia Optica FIGURA 8 — Observacdo em microscopia optica
(magnificagdo 400x) do corpo de (magnificagdo 400x) do corpo de
prova de resina termopolimerizavel — prova de resina termopolimerizavel
controle negativo. — controle positivo.
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3.3.6 Identificagcdo do grupo sanguineo

Foi coletada amostra de sangue venoso dos individuos para
verificacdo do tipo sanguineo (sistemas ABO, RH e Lewis) de acordo com
rotina do Laboratério de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara, UNESP.

e Sistemas ABO e RH:

Para os antigenos ABO foram realizadas a tipagem direta e a
tipagem reversa dos antigenos. Para o RhD foi executada a prova direta
em paralelo com o controle.

A tipagem direta dos antigenos ABO e RhD foi executada em
microplaca contendo soros especificos anti-A, anti-B, anti-A,B, anti-D e
controle Rh (ASEM), sobre os quais foram dispensadas as solu¢bes de
hemécias dos individuos, diluidas em soluc¢éo fisiologica 0,85%.

A tipagem reversa para os antigenos ABO também foi executada
em microplaca contendo hemécias conhecidas A; e B (revercel) (ASEM)
sobre as quais foram dispensadas as amostras de plasma dos individuos.
As microplacas foram centrifugadas a 1500rpm por um minuto (HERMLE
Z380). A leitura dos testes foi feita apds o estagio de centrifugacdo, no
qual ocorre a aglutinagdo nos orificios das microplacas. Quando ocorre
reacdo antigeno-anticorpo, as hemécias sdo aglutinadas, indicando

positividade. O padréo para leitura pode ser observado no Quadro 1.
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Quadro 1 — Padréao para leitura da tipagem direta e reversa dos antigenos

ABO
DIRETA REVERSA RESULTADO
anti-A | Anti-B | anti-A,B Al B FINAL
+ - + - + A
- + + + - B
+ + + - - A, B
- - - + + @)

As tipagens dos antigenos eritrocitarios Le® e Le® foram executadas

pela microtécnica de gel centrifugacao (ID Micro Typing System, DiaMed,

Suica).

Sistema Lewis:

Procedeu-se o tratamento enzimatico das hemacias dos individuos

com Bromelina por 10 minutos a temperatura ambiente. Ent&o, foi
dispensada em cartdo gel Sephadex G100 contendo anti-soro anti-Lewis
e centrifugado a 1000rpm por dez minutos. O microtubo contido no cartéo,
onde se encontra o gel, € cénico. Dessa forma, durante a centifugacao, as
hemacias que ndo aglutinarem atravessam o gel e formam um botdo no
fundo, indicando que o teste é negativo. As hemacias aglutinadas pelos

anticorpos ficam retidas no gel demonstrando que o teste é positivo

(Figura 9).
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FIGURA 9 — Observacédo da reagdo positiva de tipagem sanglinea para o

antigeno Le® (setas).

3.4 Anélise Estatistica

Os dados clinicos, micologicos, moleculares, tipagem dos grupos
sanglineos e adesdo foram tabulados e expressos segundo sua
prevaléncia e analisados estatisticamente por métodos nao-paramétricos.
Diferencas entre grupos foram analisadas utilizando-se o teste de Mann-
Whitney para as variaveis numéricas e Qui-quadrado para as variaveis
categoéricas. As variaveis clinicas e micolégicas foram correlacionadas por
meio do teste de Spearman e Pearson e avaliadas por métodos de
regressao logistica multivariada. Significancia estatistica foi estabelecida

em nivel de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADO
4.1 Anamnese e histdria odontoldgica

Foram avaliados 78 individuos, média de idade de 58,38 + 12,87
anos, divididos em dois grupos: teste e controle. Os dados obtidos na
anamnese, como o relato da presenca de doencas sistémicas, uso de
medicamentos, hébito de fumar e queixa de sintomatologia relacionada a

EP estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Média + desvio padrédo (percentual dentro da amostra) das

variaveis avaliadas para os grupos teste e controle

GRUPO TESTE GRUPO CONTROLE

n (individuos) 60 18
Idade (anos) 62,48 + 11,34 44,72 + 6,91
Género (m:f) 13:47 6:12
Doenca sistémica 44 (73,3%) 10 (55,6%)
Uso de medicamento 42 (70%) 9 (50%)
Fumante 13 (21,7%) 0 (0%)
Sintomatologia* 21(35%) 2 (11,1%)

* Para 0 Grupo Teste foi avaliada sintomatologia relacionada a EP e para o Grupo

Controle, sintomatologia relacionada a infeccéo por Candida spp..

A doenca sistémica mais relatada nos dois grupos foi a hipertensao
arterial e a medicacao mais utilizada, os anti-hipertensivos.

A sintomatologia relacionada a EP mais relatada foi a de boca
seca, nos dois grupos avaliados, embora alguns individuos do grupo teste
tenham relatado outros sintomas como ardéncia, queimacdo e prurido,

sempre associados ao de boca seca.
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Na histéria odontoldgica, os resultados obtidos quanto aos habitos

de higiene da cavidade bucal e com a PT estédo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Habitos de higiene em relacdo a cavidade bucal e a prétese

total (PT) para os grupos teste e controle

Habitos de Higiene Grupo Teste Grupo Controle
Limpeza da PT 60 (100%) -
Embebicéo da PT 26 (433%) -
Limpeza da mucosa 26 (433%) -
Bochecho 60 (100%) -
Limpeza da lingua 34 (56,7%) 14 (77,8%)
Escovacao (3x/dia) - 11 (61,1%)

* Foi considerado qualquer tipo de bochecho/ enxaguatério.

A maioria dos individuos que realizava embebicao da protese total
utilizava uma mistura de agua e hipoclorito de sddio.

No grupo teste, a experiéncia dos individuos com o uso de protese
total indicou média de 28,78 + 11,53 anos, e a média de idade das
préteses atuais foi de 20,06 + 11,94 anos. A frequéncia de uso da protese
total superior foi de 73,3% (44) para uso continuo, 25% (15) para uso
diurno e 1,7% (1) para uso esporadico. Analisando o grau de satisfacéo
com a protese, 53 individuos (83,3%) consideravam-se satisfeitos com
suas proteses totais, embora 20 individuos desse grupo tenham relatado
desconforto pela presenca de areas dolorosas ou falta de retencdo. Os
sete individuos que relataram falta de satisfacdo com a prétese total
apresentaram 0os mesmos motivos, sendo encaminhados para tratamento

protético na Clinica de Prétese Total da FOAr, UNESP.



Avaliagdo Clinica e Laboratorial da Estomatite por Protese. 55

4.2 Exame clinico intra bucal

-Grupo teste: Na avaliacdo da mucosa do palato, 36 individuos (60%) do
grupo teste apresentaram EP, de acordo com os parametros de Newton’®
(1962).

- Grupo controle: Os individuos do grupo controle ndo apresentaram
sinais clinicos de infeccdo por Candida spp.. Os dados obtidos quanto as
condicGes dentais e periodontais dos individuos estdo apresentados na

Tabela 3. O indice geral de CPOD foi de 18,1.

4.3 Avaliacao das proteses totais superiores

Os resultados obtidos na analise dos indicadores que avaliaram a
qualidade das PTs estdo descritos na Tabela 4.

A somatoria desses indicadores avaliou a qualidade das proteses
totais superiores, considerando desde uma protese totalmente adequada
(pontuacdo zero) a uma totalmente inadequada (pontuacdo 7). Os

resultados obtidos para esta qualificacdo encontram-se na Figura 10.
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Tabela 3 — Média dos indices utilizados para avaliacdo dos individuos do

grupo controle (n=18 individuos)

L indice indice Profundidade  Sangramento Recesséo Nivel Clinico
Individuo cpop ] )
Placa(%) Gengival(%) Sondagem(mm) Sondagem(%) Gengival(mm) Inser¢cdo(mm)

01 13 38,8 2,8 1,8 19,5 0,3 21
02 20 75 2,8 2,1 44,4 0,5 2,6
03 23 66,7 0 15 30,6 0,1 1,6
04 24 50 0 2,4 36,1 0,5 29
05 14 58,3 0 2,3 50 0 2,3
06 22 47,2 2,8 2,1 38,9 0,2 2,3
07 21 8,3 0 1,9 25 0,9 2,8
08 17 33,3 5,6 1,7 38,9 0,03 1,7
09 14 66,7 2,7 2,9 36,1 0 29
10 18 83,3 16,7 2,4 36,1 0,03 2,4
11 17 91,7 0 4,1 50 0,5 4,6
12 11 111 0 1,9 13,9 0 19
13 13 25 0 2,1 5,6 0,3 2,4
14 22 8,3 0 1,6 2,8 0,3 1,9
15 18 66,7 8,4 2,1 41,7 0,1 2,2
16 21 0 0 2,2 30,6 1,2 3,4
17 16 50 0 1,9 5,6 0 19

18 21 47,2 0 2,1 41,7 0,1 2,2
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Tabela 4 — Analise dos indicadores da qualidade das proteses totais (PT)

INDICADORES CRITERIOS n %
Nenhum (Pontuacgéo 0) 22 36,7%
DEFEITOS Pequenos (Pontuagéo 1) 20 33,3%
Médios (Pontuacéo 2) 14 23,3%
Grandes (Pontuacgéo 3) 4 6,7%
MATERIAL Satisfatorio (Pontuagéo 0) 4 6,7%
Insatisfatério (Pontuacéo 1) 56 93,3%
ESTABILIDADE Auséncia de bascula (Pontuagéao 0) 42 70%
Presenca de bascula (Pontuacgéo 1) 18 30%
RETENCAO Satisfatoria (Pontuagéo 0) 58 96,7%
Insatisfatéria (Pontuagéo 1) 2 3,3%
OCLUSAO Satisfatoria (Pontuagéo 0) 25 41,7%
Insatisfatéria (Pontuacgéo 1) 35 58,3%
Pontuacao 77' 0
Pontuacéo 67‘ 0
Pontuacao 57 7
Pontuacao 47 8
Pontuacéo 3 21
Pontuacao 27 18
Pontuacéo 17 °
Pontuacéo 07 1
0 5 10 15 20 25

FIGURA 10 — Numero de individuos segundo a qualidade das proteses

totais superiores (n=60).

Na avaliacdo do grau de higiene das proteses totais superiores, 54

préteses (90%) foram classificadas como ruim, 2 (3,3%) como regular, 3

(5%) como boa e apenas uma (1,7%) como 6tima.
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4.4 Analise micoldgica
- Grupo teste:

Cada sitio (P-Palato, PT-Prétese Total e L-Lingua) coletado
correspondeu a uma amostra e a deteccdo de Candida spp. nestas
amostras correspondeu aos isolados.

Dos 60 individuos avaliados, 46 (76,7%) apresentaram amostras
positivas para espécies de Candida.

Entre o total de 180 amostras coletadas, 113 (62,8%) foram
positivas para Candida spp., sendo 37 no palato, 35 na prétese total e 41
na lingua. Entretanto, alguns individuos apresentaram mais de uma
espécie no mesmo sitio ou mesmo variacées dentro da mesma espécie,
totalizando 125 isolados, sendo 40 no P, 41 na PT e 44 na L. Em quatro
individuos, nédo foi possivel a identificacdo dos isolados. Os resultados
obtidos pelo APl 20C AUX associados aos resultados obtidos pela prova
de formacdo de clamidoconidio ndo foram determinantes para a

identificacdo destes isolados.

2% 2%

2%

%

3% OC. albicans
O C.tropicalis

B C.glabrata

O C. parapsilosis
O C. lusitanea

O C. sphaerica

B Pichia ohmeri

B Espécie ndo identificada

FIGURA 11 — Percentual da distribuicdo das espécies de Candida
identificadas nos individuos do grupo teste (n=60

individuos).
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A distribuicdo das espécies identificadas nestes individuos esta
apresentada na Figura 11 (individuos que apresentaram mais de uma
espécie foram considerados individualmente em cada proporcdo). A
distribuicAo das espécies encontradas em cada sitio de coleta esta
apresentada na Figura 12 (isolados da mesma espécie em um Unico sitio
nao foram considerados). Ndo houve diferenca estatistica na deteccao de
Candida spp. entre os sitios de coleta (p=0,211; x*=3,11).

As espécies identificadas, suas frequéncias e distribuicbes nos

sitios encontram-se na Tabela 5, considerando o total de isolados.

PALATO PROTESE TOTAL LINGUA

2% 2%
0%

0% 3% 8%
3%

O C. albicans O C.tropicalis m C. glabrata
O C. parapsilosis O C. lusitanea O C. sphaerica
B Pichia ohmeri W Espécie néo identificada

FIGURA 12 - Percentual da distribuicdo das espécies de Candida identificadas
nos individuos do grupo teste, segundo o sitio de coleta: palato,
prétese total ou lingua (n=60 individuos).
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Tabela 5- Identificacdo, distribuicdo e freqliéncia das espécies de
Candida nos isolados obtidos nos individuos do grupo teste

(n=60 individuos)

Sitios Candida Candida Candida Candida Candida Candida Pichia NI* Total
albicans tropicalis glabrata parapsilosis lusitaniae sphaerica ohmeri

= 25 6 3 1 1 0 1 3 40
(62,5%) (15%)  (7.5%)  (2,5%) (2,5%) (2.5%) (7,5%) (100%)
PT 28 8 2 0 0 0 1 2 41
(68,3%) (19,5%) (4,9%) (2,4%) (4,9%) (100%)
L 27 10 3 1 1 1 1 0 44
(61,3%) (22,7%) (6,8%)  (2,3%) (2,3%)  (2,3%) (2,3%) (100%)

8 24 8 2 2 1 3 5 125
Total  (64%) (19,2%) (6,4%)  (1,6%) (1,6%)  (0,8%) (2,4%) (4%) (100%)

* Ndo ldentificados; P=Palato; PT=Prétese Total; L=Lingua.

Os isolados de Candida albicans foram confirmados pela
associacdo do APl 20C AUX e prova da temperatura, ndo sendo obtida
identificacdo presuntiva de Candida dubliniensis em nosso estudo.

Em 11 individuos (18,3%) foram detectadas associacdes entre
diferentes espécies de Candida, sendo a associacdo C.albicans e C.
tropicalis a mais frequente (54,5%).

Comparando os sistemas de identificacdo APl 20C AUX e o0 meio
de cultura CHROMagar Candida, notamos que 0s sistemas foram
coincidentes em 79 isolados (do total de 125, excluindo os 5 isolados néao
identificados). No restante, as cores observadas no meio de cultura
seletiva, ndo coincidiram com a identificacdo das espécies obtidas com o
APl 20C AUX, e provas adicionais foram realizadas conforme sugerido

pelo sistema.
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O sistema API 20C AUX identifica as espécies por meio de seus
fendtipos. Assim, pudemos observar a presenca de fendtipos diferentes
dentro de uma mesma espécie e o fendtipo mais prevalente foi o

2.576.174 (31,2%).

- Grupo controle:

As amostras deste grupo foram coletadas de dois sitios (P-Palato e
L-Lingua). Dos 18 individuos avaliados, 9 (50%) apresentaram amostras
positivas para identificacdo de espécies de Candida. Do total de 36
amostras coletadas, 12 foram positivas para Candida spp., sendo 3 no P e
9 na L. Este grupo também apresentou individuos com mais de uma
espécie no mesmo sitio, totalizando 14 isolados (3no P e 11 na L).

A distribuicdo das espécies identificadas nestes individuos esté
apresentada na Figura 13 (individuos que apresentaram mais de uma
espécie foram considerados individualmente em cada proporgédo) e a
distribuicdo das espécies encontradas em cada sitio de coleta na Figura
14. Também ndo foi observada diferenca estatistica na deteccdo de

Candida spp. entre os sitios de coleta (p=0,077; x*=3,12).
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o C. albicans
B C. famata

B C. glabrata

FIGURA 13 - Percentual da distribuicdo das espécies de Candida identificadas

nos individuos do grupo controle (n= 18 individuos).

PAI ATO LINGUA

0%0%

100%

OC. albicans B C. famata B C.glabrata

FIGURA 14 - Percentual da distribuicdo das espécies de Candida identificadas
nos individuos do grupo controle, segundo o sitio de coleta: palato
ou lingua (n= 18 individuos).

As espécies identificadas, suas frequéncias e suas distribuicoes

nos sitios encontram-se na Tabela 6, considerando o total de isolados.

Tabela 6 — Identificacdo, distribuicdo e frequéncia das espécies de
Candida nos isolados obtidos nos individuos do grupo

controle

Sitios C.albicans C.famata C.glabrata  Total

P 3 (100%) 0 0 3 (100%)

L 8 (72,7%) 2 (18,2%) 1(9,1%) 11 (100%)

Total 11 (78,6%) 2 (14,3%) 1 (7,1%) 14 (100%)
P=Palato; L=Lingua.
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Da mesma forma, os isolados de Candida albicans foram
confirmados pela associacédo do APl 20C AUX e prova da temperatura.

Em apenas dois individuos (11,1%) foram detectadas associa¢cfes
entre diferentes espécies de Candida, sendo uma entre C. albicans e C.
glabrata e a outra entre C. albicans e C. famata.

Na comparacao entre os sistemas de identificacdo APl 20C AUX e
CHROMagar Candida, os sistemas foram coincidentes em 12 isolados (do
total de 14). O sistema APl 20C AUX identificou o fendtipo 2.576.174

como o0 mais prevalente (78,6%).

4.5 Analise Genética

As amplificacdes de DNA dos isolados variaram de acordo com o0s
iniciadores utilizados. Dessa forma, os isolados que nao amplificaram ou,
na analise do gel, ndo apresentaram bom padrdo de amplificacdo, ndo
constam dos dendrogramas dos respectivos iniciadores. A metodologia foi
repetida trés vezes, para esses isolados, todas com resultados negativos.

Optamos por analisar somente os dendrogramas referentes as
espécies mais prevalentes neste estudo (C. albicans, C. tropicalis e C.
glabrata). Os isolados foram analisados por meio dos perfis genotipicos
obtidos a partir da presenca ou auséncia de bandas, avaliando o nivel de
similaridade entre as cepas e entre os kits utilizados.
- Candida albicans: dos 91 isolados foram genotipados 79. Houve
variacdo na quantidade de amplificacbes de acordo com o iniciador

utilizado, sendo 65 isolados amplificados com o iniciador 4, 70 isolados
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com o iniciador 6, 78 isolados com o iniciador OPA-03 e 74 isolados com
o iniciador OPE-03. Onze isolados ndo amplificaram em nenhum dos
quatro iniciadores utilizados e um isolado foi perdido por contaminacao.
- Candida tropicalis: dos 24 isolados foram genotipados 21. Também
apresentou variacdo na quantidade de amplificacbes de acordo com o
iniciador utilizado, sendo 17 isolados amplificados com o iniciador 4 e com
o iniciador 6, e 21 isolados com o iniciador OPA-03 e com o iniciador
OPE-03. Da mesma forma, alguns isolados (3) ndo amplificaram em
nenhum dos 4 iniciadores.
- Candida glabrata: dos 9 isolados obtidos foram genotipados 8, pois um
isolado foi descartado por contaminacdo. Foram amplificados sete
isolados com o iniciador 4 e com o iniciador 6, e oito com o iniciador OPA-
03 e com o iniciador OPE-03.
ANALISE DOS DENDROGRAMAS:
- C. albicans

Todos os dendrogramas foram gerados com a cepa ATCC 64550,
e com todos os iniciadores ela gerou um perfil genotipico diferente de
todos os outros isolados. Os isolados sublinhados nos dendrogramas
referem-se aos individuos com diagnéstico de EP.

- INICIADOR 4 (65 isolados + cepa ATCC): gerou 31 perfis
genotipicos e possui 17 clusters. O dendrograma obtido pode ser
observado na Figura 15. Os isolados foram classificados em 4 grupos,

sendo que a maioria dos isolados esta localizada no grupo II (53
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isolados). Ndo ha similaridade entre os grupos, pois o coeficiente de
similaridade entre os grupos | e Il € em torno de 0,65, em torno de 0,5
entre o grupo lll e os dois anteriores e abaixo de 0,45 entre o grupo IV e 0
grupo lll.

O grupo Il se divide em dois subgrupos (1 e 2) que ndo se
relacionam (coeficiente de similaridade em torno de 0,7). O subgrupo 2 é
composto por 2 isolados, relacionados em torno de 0,8. O subgrupo 1
também se divide em mais dois subgrupos (la e 1b). O subgrupo la
possui oito clusters, sendo que quatro clusters contém 3 isolados cada um
e outros dois clusters contém 2 isolados cada. Nos dois clusters restantes,
um é formado por 4 isolados e outro por 5. Entretanto, ele também se
subdivide e podemos notar mais trés subgrupos distintos (la.a’(1),
la.a’(2) e 1a.a”). No primeiro (1a.a’(1)) e no terceiro (1a.a”), os isolados
se relacionam em torno de 0,85, enquanto os isolados do segundo
(la.a’(2)) sédo altamente relacionados (coeficiente de similaridade em
torno de 0,9). Esses trés subgrupos (la.a’(1), la.a’(2) e la.a”) se
apresentam moderadamente relacionados, com coeficiente de
similaridade em torno de 0,8.

O subgrupo 1b possui cinco clusters, dois clusters com 5 isolados
cada um, um cluster com 4 isolados e outros dois clusters com 2 isolados
cada. Este subgrupo 1b também apresenta subdivisdo, com mais trés
subgrupos distintos (1b.b’, 1b.b”(1) e 1b.b”(2)). No primeiro (1b.b’), cinco

isolados sdo clones (pertencentes ao grupo controle), um outro isolado
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(também do grupo controle) é altamente relacionado com este cluster e
um outro isolado (cepa ATCC) se relaciona moderadamente com o0s
anteriores (em torno de 0,85). No segundo (1b.b”(1)), 2 isolados séo
clones e 1 se relaciona com este cluster em torno de 0,85. No terceiro
(1b.b”(2)), sédo dois clusters altamente relacionados (0,95) e um terceiro
cluster que se relaciona com os dois anteriores em torno de 0,9. Os trés

subgrupos (1b.b’, 1b.b”(1) e 1b.b(2)) se relacionam em torno de 0,85.
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individuos com estomatite por prétese (EP).
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- INICIADOR 6 (70 isolados + cepa ATCC): gerou 26 perfis
genotipicos e possui 12 clusters. O dendrograma obtido pode ser
observado na Figura 16. Os isolados foram classificados em cinco grupos.
Dois grupos (I e Il) contém a maioria dos isolados (32 isolados e 26
isolados, respectivamente). Nao ha similaridade entre os grupos, sendo
gue o coeficiente de similaridade entre os grupos | e Il € em torno de 0,7,
em torno de 0,55 entre o grupo Il e os dois anteriores, em torno de 0,50
entre o grupo IV e o grupo lll e abaixo de 0,4 entre os grupos IV e V.

O grupo | se divide em dois subgrupos (1 e 2) nado relacionados
(coeficiente de similaridade em torno de 0,7). O subgrupo 2 é formado por
dois isolados clones. O subgrupo 1 ainda se subdivide em mais trés
subgrupos distintos (1a’, 1a” e 1b). O primeiro (1a’) € formado por 13
isolados clones e um outro isolado que é moderadamente relacionado
com este cluster (em torno de 0,85). O segundo (1a”) é formado por 5
isolados clones e um outro isolado que é se relaciona com este cluster em
torno de 0,9. O terceiro (1b) € formado por dois clusters altamente
relacionados (em torno de 0,9), sendo que um agrupa 3 isolados e o
outro, 7 isolados.

O grupo Il também se divide em dois subgrupos (1 e 2) néo
relacionados (coeficiente de similaridade em torno de 0,75). Estes
subgrupos também apresentam subdivisbes. O subgrupo 1 apresenta
quatro subdivisbes (la.a’(1), la.a’(2), la.a” e 1b). O primeiro (1a.a’(1)) é

formado por 8 isolados clones e mais um isolado altamente relacionado
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com este cluster (0,9). O segundo (1a.a’(2)) € formado por 8 isolados
clones e se relaciona com o anterior em torno de 0,85. O terceiro (1a.a”) é
formado por 2 isolados que se relacionam entre si em torno de 0,9 e com
os subgrupos la.a’(1) e 1a.a’(2) em torno de 0,8. O quarto subgrupo (1b)
é formado por 1 isolado que se nédo se relaciona com 0s subgrupos (em
torno de 0,75).

O subgrupo 2 apresenta duas subdivisbes (2a e 2b),
moderadamente relacionadas (em torno de 0,85). O subgrupo 2b é
formado por 2 isolados clones, enquanto o subgrupo 2a é formado por 3
isolados clones e um outro isolado altamente relacionado com este cluster
(em torno de 0,9).

Neste dendrograma o grupo Il agrupou todos os isolados
amplificados do grupo controle (6), sendo divididos em trés clusters com 2
isolados clones cada. Dois clusters sao altamente relacionados (em torno

de 0,95) e se relacionam com o terceiro cluster em torno de 0,8.
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- INICIADOR OPA-03 (78 isolados + cepa ATCC): gerou 31 perfis
genotipicos e 18 clusters. O dendrograma obtido pode ser observado na
Figura 17. Os isolados foram classificados em 6 grupos, sendo que o
grupo Il agrupou a maioria dos isolados (52). Os 6 grupos néo se
relacionam, pois o coeficiente de similaridade entre os grupos | e Il é em
torno de 0,75 e em torno de 0,7 entre eles e com o grupo lll. Os demais
grupos apresentam-se com coeficiente de similaridade abaixo de 0,6 em
relacdo aos grupos anteriores.

O grupo Il se divide em outros dois subgrupos (1 e 2),
moderadamente relacionados (coeficiente de similaridade em torno de
0,8). Estes por sua vez também apresentam subdivisées. O subgrupo 2
apresenta duas subdivisées (2a e 2b), relacionadas em torno de 0,85. O
2a é formado por dois clusters altamente relacionados (0,9), sendo que
um agrupa quatro isolados clones e o outro, dois isolados clones,
enquanto o 2b é formado por 2 isolados clones.

O subgrupo 1 também apresenta duas subdivisbes (la e 1b),
relacionadas em torno de 0,8. O 1b é formado por dois clusters altamente
relacionados (0,9), sendo um com 6 isolados clones e o outro com 3
isolados clones. O la apresenta-se ainda com varias outras subdivisdes,
podendo ser distinguidos outros cinco subgrupos (1a'(1.1.1), 1la'(1.1.2),
la'(1.2), 1a' (2) e 1a”). O 1a'(1.1.1) é formado por dois clusters altamente
relacionados (em torno de 0,95), sendo que um agrupa dois isolados

clones e o outro, onze isolados clones. O 1a'(1.1.2) € composto por um
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isolado que se relaciona com o subgrupo anterior em torno de 0,9. O
1la'(1.2) é formado por dois clusters altamente relacionados (em torno de
0,95), sendo um com seis isolados clones e outro com dois isolados
clones. Este subgrupo é altamente relacionado aos anteriores (em torno
de 0,9). O subgrupo 1a' (2) €& formado por dois clusters altamente
relacionados (0,9), sendo que um agrupa trés isolados clones e o outro,
quatro isolados clones, e estes dois clusters sdo moderadamente
relacionados aos subgrupos anteriores (em torno de 0,85). A Ultima
subdivisdo l1la” agrupa a maioria dos isolados do grupo controle (6, do
total de 9), sendo que cinco isolados sdo clones e o outro é altamente
relacionado a este cluster (em torno de 0,9). Entretanto, esta subdivisao é

moderadamente relacionada com as anteriores (em torno de 0,85).
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- INICIADOR OPE-03 (74 isolados + cepa ATCC): gerou 46 perfis
genotipicos e 19 clusters. O dendrograma obtido pode ser observado na
Figura 18. Os isolados foram classificados em quatro grupos. Dois grupos
(I e Ill) contém a maioria dos isolados (33 e 31 isolados, respectivamente).
N&do ha similaridade entre os grupos, sendo que o coeficiente de
similaridade entre os grupos | e Il € em torno de 0,75, entre esses dois
grupos e o grupo lll é em torno de 0,7 e abaixo de 0,65 entre os grupos llI
e IV.

O grupo | se divide em dois subgrupos (1 e 2) que nao se
relacionam (coeficiente de similaridade em torno de 0,75). Por sua vez
estes subgrupos também apresentam subdivisdes. O subgrupo 1 se
subdivide ainda em l1la e 1lb. O l1la é formado por dois clusters
moderadamente relacionados (em torno de 0,8), sendo que um cluster
agrupa dois isolados clones e o outro agrupa quatro isolados clones. O 1b
é formado por um isolado que ndo se relaciona com o la (coeficiente
abaixo de 0,8).

O subgrupo 2 também se subdivide em 2a e 2b, sendo
moderadamente relacionados. O 2a apresenta seis subgrupos distintos
(2a.a’(1.1.1), 2a.a'(1.1.2), 2a.a(1.2), 2a.a'(2.1), 2a.a(2.2) e 2a”"). O
2a.a’(1.1.1) é formado por um cluster com trés isolados clones e um outro
isolado altamente relacionado com este cluster (em torno de 0,95). O
2a.a'(1.1.2) e formado por um isolado altamente relacionado com o

2a.a'(1.1.1). O 2a.a(1.2) também apresenta um isolado altamente
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relacionado com o subgrupo anterior (em torno de 0,9). O 2a.a’(2.1) é
formado por um cluster com trés isolados clones e um outro isolado
altamente relacionado a estes. O 2a.a’(2.2) é formado por dois clusters
contendo dois isolados clones cada um, e sdo altamente relacionados
com o 2a.a’(2.1). Por sua vez estes se relacionam com o0s subgrupos
2a.a'(1.1) e 2a.a'(1.2) em torno de 0,85. O subgrupo 2a"” é formado por
dois isolados clones e um outro isolado altamente relacionado a estes, e
por sua vez sdo moderadamente relacionados aos subgrupos a’
(coeficiente de similaridade em torno de 0,85).

O 2b apresenta quatro subgrupos distintos (2b.b’(1), 2b.b’(2),
2b.b”(1) e 2b.b”(2)). O 2b.b’(1) é formado por dois isolados altamente
relacionados (0,9), que por sua vez se relacionam moderadamente com o
isolado que compde o 2b.b’(2). O 2b.b”(1) possui quatro isolados clones e
um outro isolado altamente relacionado a eles. Esses cinco isolados
também sdo altamente relacionados ao isolado do 2b.b”(2), com
coeficiente de similaridade em torno de 0,9.

O grupo llI também se divide em dois grupos (1 e 2), néo
relacionados. O subgrupo 2 € formado apenas por 1 isolado (cepa ATCC).
O subgrupo 1 apresenta-se subdivido em la e 1b, também néo
relacionados entre si (coeficiente de similaridade abaixo de 0,8). O 1la
apresenta oito subgrupos distintos (l1a.a’(1.1.1), 1la.a’(1.1.2), la.a’(1.2.1),
la.a’(1.2.2), la.a'(2.1.1), la.a’(2.1.2), la.a’(2.2) e 1a"). O la.a’'(1.1.1) é

formado por dois isolados clones e por um outro isolado altamente
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relacionado a estes (0,95). O la.a’(1.1.2) é formado por apenas um
isolado que se relaciona ao subgrupo anterior em torno de 0,85. O
la.a’(1.2.1) é formado por um cluster com quatro isolados clones e um
outro isolado altamente relacionado ao cluster (0,9). O la.a’(1.2.2) é
formado por dois clusters, com dois isolados cada e se relacionam
moderadamente com o la.a’(1.2.1). O la.a’(2.1.1) é formado por dois
isolados clones e um outro isolado altamente relacionado a estes. O
la.a’(2.1.2) é formado por dois isolados clones e sdo moderadamente
relacionados ao subgrupo anterior. O 1a.a’(2.2) € formado por um isolado
também moderadamente relacionado com os subgrupos la.a’(2.1). O 1a”
é formado por dois isolados clones e nao séo relacionados aos subgrupos
la'.

O 1b apresenta quatro subgrupos distintos (1b.b’(1), 1b.b’(2),
1b.b”(1) e 1b.b”(2)). O 1b.b’(1) é formado por trés isolados clones e um
outro isolado altamente relacionado a estes. O 1b.b’(2) é formado por dois
isolados clones e moderadamente relacionados ao subgrupo anterior. O
1b.b”(1) é formado por dois isolados altamente relacionados e que se

relacionam com o isolado do 1b.b”(2) em torno de 0,85.
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FIGURA 18 - Dendrograma dos isolados de C. albicans obtidos com o iniciador OPE-03
(Operon Technologies), por RAPD. Isolados sublinhados indicam
individuos com estomatite por prétese (EP).
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- C. tropicalis

Todos os dendrogramas foram gerados com a cepa ATCC 750, e
em todos os iniciadores ela gerou um perfil genotipico diferente de todos
0s outros isolados. Os isolados sublinhados nos dendrogramas referem-
se aos individuos com diagndstico de EP.

- INICIADOR 4 (17 isolados + cepa ATCC): gerou 13 perfis
genotipicos e 4 clusters. O dendrograma obtido pode ser observado na
Figura 19. Os isolados foram classificados em 2 grupos néo relacionados
entre si (coeficiente de similaridade abaixo de 0,6). O grupo Il contém a
maioria dos isolados (15).

O grupo 1l se divide em dois subgrupos (1 e 2), ndo relacionados
entre si (coeficiente de similaridade em torno de 0,7). O subgrupo 1
apresenta ainda trés subgrupos distintos (la.a’, la.a”’e 1b). O la.a’ é
formado por dois clusters altamente relacionados (0,9), sendo que um
agrupa dois isolados clones e o outro, trés isolados clones. O la.a”
contém apenas um isolado moderadamente relacionado com o la.a’. O
1b é formado por dois isolados moderadamente relacionados e que néo
se relacionam com o subgrupo 1a.

O subgrupo 2 também apresenta trés subgrupos distintos (2a.a’,
2a.a” e 2b). O 2a.a’ é formado por dois isolados altamente relacionados
(0,9). O 2a.a” contétm apenas um isolado que é moderadamente

relacionado ao 2a.a’. O 2b é formado por dois clusters altamente
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relacionados (0,9), com dois isolados clones cada um, e que nao se

relacionam ao subgrupo 2a.
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FIGURA 19 - Dendrograma dos isolados de C. tropicalis obtidos com o iniciador

indicam individuos com estomatite por protese (EP).

4 (Amersham Biosciences), por RAPD. lIsolados sublinhados

- INICIADOR 6 (17 isolados + cepa ATCC): gerou 13 perfis

genotipicos e 4 clusters. O dendrograma obtido pode ser observado na

Figura 20. Os isolados foram classificados em 4 grupos e o grupo | foi o

gue agrupou mais isolados (11). Os 4 grupos nao se relacionam, apesar

do coeficiente de similaridade entre os grupo | e Il ser préximo de 0,8. O

coeficiente de similaridade entre o grupo Ill e os grupos | e Il € em torno

de 0,7 e em torno de 0,65 entre os grupos lll e IV.




Avaliagdo Clinica e Laboratorial da Estomatite por Protese. 80

O grupo | se divide em dois subgrupos (1 e 2) nao relacionados. O
subgrupo 1 apresenta outros trés subgrupos (la.a’, 1a.a” e 1b). O la.a’ é
formado por dois isolados altamente relacionados e que sao
moderadamente relacionados com o isolado do la.a”. O 1b também
apresenta um isolado moderadamente relacionado com os subgrupos 1a.

O subgrupo 2 apresenta outros dois subgrupos (2a e 2b). O 2a
conttm dois isolados altamente relacionados e que também séo
altamente relacionados com os dois clusters do subgrupo 2b. Um cluster
contém dois isolados clones e o outro, trés isolados clones.
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FIGURA 20 - Dendrograma dos isolados de C. tropicalis obtidos com o iniciador
6 (Amersham Biosciences), por RAPD. Isolados sublinhados

indicam individuos com estomatite por protese (EP).
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- INICIADOR OPA-03 (21 isolados + cepa ATCC): gerou 17 perfis
genotipicos e 4 clusters. O dendrograma obtido pode ser observado na
Figura 21. Os isolados foram classificados em 3 grupos néo relacionados
entre si, sendo o coeficiente de similaridade entre os grupos | e Il em
torno de 0,7 e abaixo de 0,5 entre o grupo Ill e os grupos | e Il. O grupo Il
agrupou a maior parte dos isolados (14). Este grupo apresenta-se dividido
em dois subgrupos (1 e 2) que sdo moderadamente relacionados
(coeficiente de similaridade em torno de 0,8). O subgrupo 2 é formado por
dois isolados clones e um outro isolado moderadamente relacionado a
eles.

O subgrupo 1 apresenta outras subdivisbes, sendo cinco
subgrupos distintos (la.a’(1), la.a’(2), la.a”, 1b.b’ e 1b.b”). O la.a'(1)
contém dois isolados clones e um outro isolado altamente relacionado a
eles (0,95) e que se relacionam com o isolado do 1a.a’(2) em torno de 0,9.
O 1la.a” contém dois isolados clones e um outro isolado altamente
relacionado a eles (0,95) e sdo moderadamente relacionados ao
subgrupo la.a’. O 1lb.b’ contém dois isolados altamente relacionados
entre si, que também séo altamente relacionados (0,9) aos dois isolados

do 1b.b”.
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FIGURA 21 - Dendrograma dos isolados de C. tropicalis obtidos com o iniciador
OPA-03 (Operon Techonologies), por RAPD. Isolados sublinhados

indicam individuos com estomatite por protese (EP).

- INICIADOR OPE-03 (21 isolados + cepa ATCC): gerou 15 perfis
genotipicos e possui 3 clusters. O dendrograma obtido pode ser
observado na Figura 22. Os isolados foram classificados em 3 grupos nao
relacionados (coeficiente de similaridade abaixo de 0,7). O grupo II
contém a maioria dos isolados (14). Este grupo apresenta dois subgrupos
(1 e 2) nédo relacionados entre si. O subgrupo 2 é formado por um unico
isolado. O subgrupo 1 ainda se subdivide em mais quatro subgrupos

(la.a’(1), la.a’(2), la.a” e 1b). O la.a’(1) contém um cluster com seis
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isolados clones e um outro isolado altamente relacionado ao cluster (0,9).

O la.a’(2) contém um isolado que se relaciona com o subgrupo anterior

em torno de 0,85. O la.a” contém dois isolados altamente relacionados

entre si e moderadamente relacionados com o subgrupo la.a’. O 1b

contém dois isolados clones e um outro isolado altamente relacionado a

estes (coeficiente de similaridade em torno de 0,9). E que se relacionam

com o subgrupo a em torno de 0,8.
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FIGURA 22 - Dendrograma dos isolados de C. tropicalis obtidos com o iniciador

OPE-03 (Operon Techonologies), por RAPD. Isolados sublinhados

indicam individuos com estomatite por protese (EP).
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- C. glabrata

Todos os dendrogramas foram gerados com a cepa ATCC 90030,
e em todos os iniciadores ela gerou um perfil genotipico diferente de
todos os outros isolados. Os isolados sublinhados nos dendrogramas
referem-se aos individuos com diagnéstico de EP.

- INICIADOR 4 (7 isolados + cepa ATCC). gerou 8 perfis
genotipicos. O dendrograma obtido pode ser observado na Figura 23. Os
isolados foram classificados em 4 grupos, sendo que o grupo | contém a
metade dos isolados (4). Ndo ha similaridade entre os quatro grupos,
sendo que o coeficiente de similaridade entre os grupos | e Il em torno de
0,75, em torno de 0,65 entre esses dois grupos e o grupo lll e abaixo de
0,5 entre os grupos Il e IV.

O grupo | se divide em dois subgrupos (1 e 2) que séo
moderadamente relacionados entre si (coeficiente de similaridade em
torno de 0,85). O subgrupo 2 contém apenas um isolado (cepa ATCC). O
subgrupo 1 se subdivide ainda em mais dois subgrupos (1a e 1b). O la
contém dois isolados altamente relacionados entre si e moderadamente

relacionados ao isolado do 1b.
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FIGURA 23 - Dendrograma dos isolados de C. glabrata obtidos com o iniciador 4
(Amersham Biosciences), por RAPD. Isolados sublinhados

indicam individuos com estomatite por protese (EP).

- INICIADOR 6 (7 isolados + cepa ATCC): gerou 8 perfis
genotipicos. O dendrograma obtido pode ser observado na Figura 24. Os
isolados foram classificados em 4 grupos que nao se relacionam
(coeficiente de similaridade abaixo de 0,7). Os grupos | e Il agrupam trés
isolados cada. O grupo | possui dois isolados altamente relacionados e
um outro isolado moderadamente relacionado a eles. O grupo Il

apresenta trés isolados altamente relacionados (coeficiente de

similaridade em torno de 0,9).
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FIGURA 24 - Dendrograma dos isolados de C. glabrata obtidos com o iniciador 6
(Amersham Biosciences), por RAPD. Isolados sublinhados

indicam individuos com estomatite por prétese (EP).

- INICIADOR OPA-03 (8 isolados + cepa ATCC): gerou 6 perfis
genotipicos e 2 clusters. O dendrograma obtido pode ser observado na
Figura 25. Os isolados foram classificados em 3 grupos que ndo se
relacionam (coeficiente de similaridade abaixo de 0,7). O grupo | agrupa
agrupa sete isolados, e se divide em dois subgrupos (1 e 2)
moderadamente relacionados. O subgrupo 2 é formado por apenas um
isolado. O subgrupo 1 também se subdivide em mais dois grupos (la e
1b). O l1la contém dois isolados clones e um outro isolado altamente
relacionado a eles. O 1b contém trés isolados clones, que séao altamente

relacionados com o subgrupo la.



Avaliagdo Clinica e Laboratorial da Estomatite por Protese. 87

Dice (Opt:2.00%) (Tol 3.0%-3.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

RAPD RAPD

60
=100

r80

0L )
2L
PT
P2 M| 7isolados
L2
22 (GC)

Grupo |

Grupo |l ¥ U ATCC glab —» | 1 isolado

Grupo Il .
1 P —» | 1isolado

FIGURA 25 - Dendrograma dos isolados de C. glabrata obtidos com o iniciador
OPA-03 (Operon Techonologies), por RAPD. Isolados sublinhados

indicam individuos com estomatite por protese (EP).

- INICIADOR OPE-03 (8 isolados+ cepa ATCC): gerou 8 perfis
genotipicos e 1 cluster. O dendrograma obtido pode ser observado na
Figura 26. Os isolados foram classificados em 2 grupos néo relacionados
(coeficiente de similaridade abaixo de 0,4). O grupo Il contém a maioria
dos isolados (6) e se divide em dois subgrupos (1 e 2) que ndo se
relacionam. O subgrupo 1 contém dois isolados clones e um outro isolado
nao relacionado a eles. O subgrupo 2 se subdivide em 2a (com dois
isolados moderadamente relacionados) e 2b (com um isolado né&o

relacionado ao subgrupo 2a).
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FIGURA 26 - Dendrograma dos isolados de C. glabrata obtidos com o iniciador
OPE-03 (Operon Techonologies), por RAPD. Isolados sublinhados

indicam individuos com estomatite por protese (EP).

4.6 Anélise da Adeséao

Os isolados selecionados para o estudo de adesédo de Candida
spp. em corpos de prova confeccionados com resina termopolimerizavel
foram baseados no agrupamento dos dendrogramas gerados para cada
espécie. O iniciador que relacionou mais os isolados de cada espécie (1
para o kit Ready-To-Go/RAPD Analysis e 1 para o kit Operon) foi o
escolhido para selecdo dos isolados. Desta forma, foram analisados os
dendrogramas dos iniciadores 4 e OPA-03 para escolha dos isolados de
C. albicans (7 isolados grupo teste: 7PT, 8P, 25L, 30L, 50 PT, 51PT, 51L;
e 2 isolados do grupo controle: 3P e 16L). Para a escolha dos isolados de
C. tropicalis foram escolhidos os dendrogramas gerados pelos iniciadores
6 e OPA-03, com cinco isolados do grupo teste (10PT, 24L, 48L2, 59L.2 e

60PT).
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A média de adesédo de células para os isolados de C. albicans no
grupo teste foi de 270,7+158,6 por mm? e de 521,3+146,7 mm? no grupo
controle (média total de 326,4+183,7). Para os isolados de C. tropicalis foi
de 178,5+98,1 por mm?. O controle negativo ndo apresentou células
aderidas e o controle positivo apresentou 2475 células por mm?.

Nado foi observada diferenca estatistica na adesdo entre as
espécies (p>0,05) (Figura 27) e na adeséo de C. albicans entre o grupo

teste e o grupo controle (p>0,05) (Figura 28).

800- p=0,662
~ 6001
£
£
§ 400+
> |
©
© 200+ B——
C ] )
C. albicans C.tropicalis

FIGURA 27 — Média e desvio padrdo da contagem de células de C.
albicans e C. tropicalis aderidas em corpo de prova de

resina termopolimerizavel no grupo teste.
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FIGURA 28 - Média e desvio padrdo da contagem de células de C.
albicans de isolados provenientes de individuos do grupo
teste e grupo controle, aderidas em corpo de prova de

resina termopolimerizavel.

4.7 Analise do grupo sangtineo

Os tipos sanguiineos analisados foram os do sistema ABO, RH, Le®
e Le®. Em 6 individuos do grupo teste n&o foi possivel obter o tipo Lewis,
pois esses individuos ndo aceitaram a repeticdo do exame de sangue.

Sendo assim, foi feita uma analise individual para os grupos do
sistema ABO e RH (Figuras 29 e 30) e uma analise conjunta, para 0s
individuos identificados com os 3 sistemas (Tabela 7).

Para os fendtipos ABO e RhD foram analisados 60 individuos no

grupo teste e 18 no grupo controle.
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FIGURA 29 — Distribuicdo dos individuos do grupo FIGURA 30 — Distribui¢cdo dos individuos do grupo

teste (n= 60 individuos) de acordo controle (n=18 individuos) de acordo
com o tipo sangliineo nos sistemas com o tipo sangilineo nos sistemas
ABO e RH. ABO e RH.

Com a associacao dos fenotipos ABO, RhD e Lewis a populacao
analisada foi de 54 individuos no grupo teste e 18 no grupo controle,

sendo suas distribuicdes apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7 — Distribuicdo e frequéncia dos individuos dos grupos teste e
controle, de acordo com analise do tipo sanglineo para
antigenos dos sistemas ABO, RH e Lewis

ABO/ R @b+ (ath)  (ab) NI TOTAL
Lewis| GT GC GT GC GT GC GT GC GT GC

O+ 9 3 4 1 1 1 3 0 27 5

o- O 4 0 0O 0 O O 0 0 4

A+ 3 5 1 0 3 0 2 0 19 5

A- 1 0 0 0 O o0 0 2 1

B+ 2 1 0 3 0 0 0 10 2
AB+ o o 0 1 1 0 0 1 1
AB- 0O 0 0 O O 1 0 1 0
TOTAL |40 15 6 1 8 2 6 0 60 18

* GT = Grupo Teste, GC = Grupo Controle, NI = N&o identificado

4.8 Interagao entre os dados

4.8.1 Anamnese e histéria odontolégica
Os resultados obtidos relacionando o género a EP, doenca
sistémica, uso de medicamento, fumo e deteccdo de Candida spp., no

grupo teste e no grupo controle, estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Distribuicao e frequéncia dos individuos para os grupos teste e

controle, segundo o género

. EP Dognga Medicacéo | Fumante Deteggao de
GRUPOS Género Sistémica Candida spp
S N[s N]s N]s N[ s N
Feminino 29 18 35 12 33 14 11 36 36 11
Teste (40
asculino
(e13) 7 6 9 4 9 4 2 11 10 3
F?ﬂ”ﬂ'{‘go 0 2 8 4 7 5 0 12 8 4
CONTROLE | "
ascuino 0 6 2 4 2 4 0 6 1 5
(n=6)

S=Sim/ N=Nao/ EP=Estomatite por prétese

N&o houve diferenca estatistica entre os géneros e o diagndéstico

de EP no grupo teste (p=0,847; *=0,03). Também nZo foi encontrada

diferenca estatistica entre os géneros e a detec¢do de Candida spp. no

grupo teste (p=0,980; ¥*=0,0006) e no grupo controle (p=0,133; y*=2,25).

Os resultados relacionando doenca sistémica, uso de medicamento

e fumo, com EP e deteccdo de Candida spp. estdo apresentados na

Figura 31.
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FIGURA 31 — Distribuicdo dos individuos dos grupos teste e controle,

relacionando doenca sistémica, uso de medicamento e

bY

fumo, a estomatite por prétese (EP) e deteccdo de
Candida spp..

No grupo teste ndo houve diferenca estatistica para o diagnéstico
de EP entre individuos fumantes e ndo fumantes (p=0,847; »*>=0,036).
Também n&o encontramos diferenca estatistica entre individuos fumantes
e ndo fumantes e a detecgéo de Candida spp. (p=0,25; ¥*=1,29).

O diagnéstico de EP entre os individuos com doenca sistémica e
0os sem doenca sistémica nao foi estatisticamente significante no grupo
teste (p=0,811; x°>= 0,056), assim como a deteccéo de Candida spp. entre
esses individuos (grupo teste: p=0,493; ¢?=0,469, e grupo controle:
p=0,678; ¥*=0,045). N&o encontramos diferenca estatistica no diagndstico
de EP entre os individuos que faziam uso de medicacéo e os individuos

que ndo o faziam (p=0,863; ?>=0,029). A deteccdo de Candida spp. entre
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esses individuos (grupo teste: p=0,641; ¥?=0,2174, e grupo controle:
p=0,345; ¥°=0,678) também n&o apresentou diferenca estatisticamente
significante. Entretanto, a presenca de doenca sistémica e 0 uso de
medicacdo foram correlacionados com a deteccdo de Candida spp.
(r=0,938; p=0,0006 e r= 0,983; p=0,005, respectivamente).

Entre os individuos (n=21) do grupo teste que relataram
sintomatologia relacionada a EP, 10 apresentaram EP e em 16 casos foi
detectado Candida spp.. Dos 4 individuos que apresentaram associacao
de sintomas tais como, queimacao, ardéncia e/ou prurido, com o de boca
seca, somente 2 apresentaram EP, mas todos foram positivos para
deteccdo de Candida spp.. No grupo controle, apenas 2 individuos
relataram sentir boca seca e somente em 1 foi detectado Candida spp..

Os resultados relacionando os habitos de higiene dos individuos
para com a protese total e/ou cavidade bucal, para o grupo teste e grupo

controle, estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Distribuicdo dos individuos dos grupos teste e controle quanto
aos habitos de higiene, diagndstico de estomatite por prétese
(EP) e deteccao Candida spp.

] SIM NAO
GRUPOS H'Al\_ﬁggﬁEDE 4 n positivo para| # n positivo para
" 1P| candida spp? |" EP1 candida spp®
Limpeza da PT 60 36 46 / 35* 0 O 0
TESTE Embebicdo da PT 26 14 17/11* 34 23 29/ 24*
Limpeza da mucosa 26 18 21/18* 34 19 25/ 19**
Bochecho 60 37 46 0 O 0
Limpeza dalingua 34 21 25 [ 22%** 26 16 21/ 19***
CONTROLE Escovacado 18 0 9 0 O 0
Limpezadalingua 14 0 7| 7 4 0 2 | 2%**

» # - n = ndmero de individuos

* § - Individuo positivo: deteccao de Candida spp. em alguma das amostras (P, PT ou L).
= *Presenca de Candida spp. na PT superior

» ** Presenc¢a de Candida spp. na mucosa do palato

» *** Presenca de Candida spp. na lingua

Os habitos de higiene analisados, em relacdo a cavidade bucal e
PT, ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes, nem com
relacio a EP, nem com relacdo a deteccdo de Candida spp.,
respectivamente:
- Grupo teste:
Embebicdo da PT: p=0,411; y*>= 0,465 e p=0,133; ¥°= 0,578
Limpeza da mucosa: p=0,431; y*>= 0,123 e p=0,727; y*= 0,342
Limpeza da lingua: p=0,985; = 0,034 e p=0,72; y*>= 0,374

- Grupo controle: Limpeza da lingua: p=0,99; x?>= 0,043
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4.8.2 Exame clinico intra bucal

O grupo controle ndo apresentou individuos com sinais clinicos de
infeccdo por Candida spp.. Além disso, notamos que os individuos em
que nao foi detectado Candida spp., apresentavam menor indice de
CPOD (p=0,027). Ainda neste grupo, os individuos que escovavam a
lingua apresentaram menor indice de placa (p=0,046) e maior recessao
gengival (p= 0,045).

J& no grupo teste, 36 individuos apresentaram EP, sendo que em
30 houve deteccdo de Candida spp.. No grupo teste, foi encontrado
correlacdo na deteccdo de Candida spp. entre os individuos que
apresentavam EP e os individuos que nao apresentavam EP (p=0,033;

1°=4,54).

4.8.3 Avaliacdo das proteses totais superiores

Os resultados relacionando a frequéncia de uso da protese total
superior, o diagnéstico de EP e detec¢cdo de Candida spp. estédo
apresentados na Tabela 10. Foi encontrada uma correlagdo board line
entre os individuos que faziam uso continuo da protese total superior e a
presenca de EP (r=0,05; ¥*=3,857). Essa correlacdo n&o foi encontrada

em relacdo a deteccdo de Candida spp. (p=0,99; ¥*=0,033).
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Tabela 10 - Frequéncia do uso das préteses totais relacionado a
estomatite por prétese (EP) e deteccdo de Candida spp.

nos individuos do grupo teste

Frequéncia de uso Género (km) Ep ~ Detecedo de

Candida spp.
Continuo 35:9 30 34
(n=44)
Diurno 12:3 6 11
(n=15)
Esporadico 0:1 0 1
(n=1)

Os resultados obtidos quanto a qualidade e qualificagdo da higiene
da protese total superior em relacdo a EP e deteccdo de Candida spp.

encontram-se descritos na Tabela 11.

Tabela 11 - Distribuicdo dos individuos do grupo teste, segundo a
qualidade e higiene da protese total (PT), diagnéstico de

estomatite por protese (EP) e deteccédo de Candida spp.

Qualidade das PTs
Superiores Higiene das PTs Superiores
(pontuagéo)* Total Total
01 2 3 4567 RUIM REGULAR BOA OTIMA
n** 1518 21 8 7 0 0] 60 54 2 3 1 60
EP 1 314 8 550 0| 36 34 1 1 0 36
Deteccéao
Candida |1 3 16 15 5 6 0 0| 46 44 1 1 0 46
spp.

* Pontuagao obtida dos critérios adaptados de Rise™ (2979).
** n = nimero de individuos

A qualidade das proteses foi associada estatisticamente ao
diagnostico de EP (p<0,0001, y*=53,7) e a detec¢do de Candida spp.

(p<0001; ¥*=53,07).
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Quanto a qualificacdo da higiene das PTs, foi encontrada
associacdo entre higiene ruim e diagnéstico de EP (p<0,0001; y*=21,56) e

entre higiene ruim e deteccéo de Candida spp. (p<0,0001; ¥*>=31,04).

4.8.4 Analise Micologica
A deteccdo de Candida spp. no palato foi correlacionada com a
presenca de EP (p=0,004). Entretanto nao foi encontrada correlagéo entre

as espécies de Candida identificadas e a presenca de EP (p>0,05).

4.8.5 Analise Genética

A avaliacdo da genotipagem, por meio dos dendrogramas obtidos,
nos permitiu observar diferencas individuais entre os iniciadores.
- Candida albicans:

Comparando-se os iniciadores 4 e 6, encontramos que o iniciador 4
produziu padrbes genotipicos mais relacionados e em um Unico grupo,
para a maioria dos isolados, do que o iniciador 6, que dividiu a maior parte
dos isolados em dois grupos ndo relacionados. Embora o iniciador 6
apresente maior numero de isolados clones, o relacionamento entre estes
clusters € baixo ou inexistente. O iniciador 4 apresentou maior nimero de
clusters embora com menor numero de isolados clones, mas com maior
relacionamento entre estes clusters. Ja para os iniciadores OPA-03 e
OPE-03, o iniciador OPA-03 produziu padrbes genotipicos mais
relacionados e em um Unico grupo, para a maior parte dos isolados, do

que o iniciador OPE-03, que dividiu a maior parte dos isolados em dois
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grupos néo relacionados. Embora o iniciador OPE-03 tenha apresentado
um cluster a mais que o OPA-03, este Ultimo apresentou maior nimero de
clones, com relacionamento maior entre estes clusters.

Os iniciadores da Qiagen-Operon amplificaram mais isolados do
qgue os iniciadores da Amersham Biosciences e perfis genotipicos com
maior nimero de bandas. Podemos observar também que um iniciador da
Amersham Biosciences e um da Operon Technologies (4 e OPA-03,
respectivamente) agruparam a maior parte dos isolados em um Unico
grupo e os dois iniciadores (6 e OPE-03) apresentaram a maior parte dos
isolados divididos em dois grupos.

- Candida tropicalis:

Para os isolados de C. tropicalis, o iniciador 6 apresentou um grupo
contendo a maior parte dos isolados, enquanto no iniciador 4, a maioria
dos isolados se dividem em dois grupos néo relacionados. Apesar de 0s
dois iniciadores apresentarem grupos pouco relacionados entre si. Os
dois iniciadores apresentaram o0 mesmo numero de clusters e semelhanca
no numero de clones. Entretanto, o iniciador 6 gerou maior
relacionamento entre os isolados por eles estarem concentrado num
mesmo grupo. Para os iniciadores OPA-03 e OPE-03, embora os dois
agrupassem a maioria dos isolados em um anico grupo, o iniciador OPA-
03 apresentou os isolados deste grupo mais relacionados entre si do que
o iniciador OPE-03. Este ultimo apresentou maior numero de isolados

clones, embora menor nimero de clusters que o iniciador OPA-03.
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Os iniciadores da Operon Technologies também amplificaram mais
isolados, entretanto, os padrfes genotipicos gerados sdo semelhantes
com os iniciadores da Amersham Biosciences.

- Candida glabrata:

Os isolados de C. glabrata foram pouco relacionados nos 4
iniciadores e somente os iniciadores da Operon Technologies geraram
clones. Nestes resultados, devemos considerar que o numero de isolados
é bastante reduzido.

Comparando-se os iniciadores 4 e 6, temos que o iniciador 4
apresentou mais isolados em um sO grupo e com maior relacionamento
do que o iniciador 6. Para os iniciadores OPA-03 e OPE-03, os isolados
foram mais relacionados no iniciador OPA-03 que também agrupou mais
isolados em um so grupo. O iniciador OPE-03 dividiu os isolados em dois
grupos nao relacionados entre si. Além disso, o iniciador OPA-03
apresentou mais clusters e maior numero de isolados clones. A
quantidade de amplificacdo entre todos os iniciadores foi bastante similar.
Entretanto os iniciadores da Amersham Biosciences geraram perfis
genotipicos com maior numero de bandas que os iniciadores da Operon
Technologies.

Apesar dessas diferencas individuais, quando a genotipagem
apresentada por cada iniciador foi avaliada com outras variaveis do
estudo, como o diagnoéstico de EP, sitio de coleta, doenca sistémica ou

uso de medicacédo, ndo obtivemos nenhuma relagéo positiva com nenhum
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dos iniciadores. Isto é, ndo detectamos um perfil genotipico que estivesse
relacionado com essas variaveis. Embora cada iniciador tenha agrupado
os isolados de uma determinada forma, variando inclusive os clones
encontrados em cada um, para as amostras deste estudo, essas

diferencas nédo influenciaram nos resultados obtidos.

4.8.6 Andlise da Adeséo

Quanto a adesdo de Candida spp. em resina termopolimerizavel,
os dados quanto ao nimero de células por mm? e diagnéstico de EP nos
respectivos individuos estdo apresentados na Tabela 12.

N&do houve diferencas significativas na adesdo em relacdo a
quantidade de células aderidas e diagndstico de EP, e na adesao entre as
espécies, assim como entre C. albicans do grupo teste e controle

(p>0,05), demonstrando uma homogeneidade da amostra.
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Tabela 12 — Média do nimero de células aderidas por mm? em corpo de
prova de resina termopolimerizavel, para isolados de C.

albicans e C. tropicalis, nos individuos dos grupos teste e

controle

Isolado n°.de células 2 EP

aderidas por mm
7PT 250 S
8P 592,5 S
25L 1425 N
C. albicans 30L 107,5 S
50PT 2425 S
GRUPO 51PT 2425 S
TESTE 51L 317,5 S
10PT 182,5 N
24L 282,5 S
C. tropicalis 4812 267,5 S
59L2 67,5 S
60PT 92,5 S
coGI\ITTURPgLE C. albicans 136FI’_ 46127éS H
Controles da Positivo 2475
Metodologia Negativo 0

- P=Palato; PT= Prétese Total; L= Lingua
- EP= Estomatite por Protese Total
- S=Sim; N=N&o
4.8.7 Andlise do grupo sangiineo
Os resultados referentes as avaliagbes dos grupos sangiliineos dos
individuos, diagnéstico de EP e deteccdo de Candida spp. estdo
apresentados na Figura 32 e Tabelas 13 e 14, de acordo com o0s
antigenos ABO e RhD; Lewis; e ABO, RhD e Lewis, respectivamente.
Encontramos significancia estatistica, nos sistemas ABO e RH,
entre o grupo O Rh+ e EP, e entre o grupo A Rh+ e deteccdo de Candida

spp.. Para o sistema Lewis, ndo obtivemos estatistica significante entre
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estado secretor e diagndéstico de EP assim como entre estado secretor e

deteccao de Candida spp..

AB+

Grupo controle

Grupo teste

27

0 5 10 15 20 25 30

Enumero de individuos 0O EP B Deteccdo de Candida spp.

FIGURA 32 — Distribuicdo dos individuos dos grupos teste e controle,
segundo analise do grupo sangiineo (sistemas ABO e

RH), estomatite por prétese (EP) e deteccdo de Candida

spp..

Tabela 13 — Distribuicdo dos individuos dos grupos teste e controle,
segundo analise do tipo sanguineo Lewis, diagnéstico de

estomatite por protese (EP) e deteccdo Candida spp.

Le (a- b+) Le (at+b-) Le (a- b-) NI
GT GC GT GC GT GC GT GC
N 40 15 6 1 8 2 6 0
EP 24 0 3 0 5 0 4 0
Deteccéo de
Candida spp. 32 7 5 1 4 1 5 0

n=nudmero de individuos/ NI= Nao identificado/ GT= Grupo Teste/ GC= Grupo Controle
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Tabela 14 — Distribuicdo dos individuos dos grupos teste e controle,
segundo andlise dos fendtipos ABO, RhD e Lewis,
diagnostico de estomatite por préotese (EP) e deteccéo

Candida spp.

Deteccédo de
GRUPOS SANGUINEOS Candida spp.
GT GT GC

O+ Le (a-b+) 19

O+ Le (at+b-) 4
O+ Le (a-b-)
O- Le (a-b+)
A+ Le (a-b+)
A+ Le (a-b-)
A+ Le (a+b-)
A-Le (a-b+)
B+ Le (a-b+)
B+ Le (at+b-)
B+ Le (a-b-)
AB+ Le (a-b-)

Sem identificacdo com
sistema Lewis
TOTAL 60 18 36 0 46
n = nimero de individuos, GT= grupo teste, GC= grupo controle.
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5 DISCUSSAO

Embora a EP seja objeto de varios estudos, na busca da
identificacdo ou definicdo dos fatores etiolégicos envolvidos em sua
promogdo e manutengdo, ainda nao existe um consenso nas
metodologias propostas e nos resultados encontrados, tornando a EP
ainda um tema bastante discutido e objeto de estudos recentes. Com
base nessas observagbes, nosso estudo propds uma avaliagdo dos
fatores etiologicos relacionados a EP e suas correlagdes, utilizando-se de
metodologia clinica e laboratorial embasadas na literatura relacionada.

Entre os critérios para o diagnéstico clinico da EP, a maioria dos

estud053,4,5,43,52,59,103,117

, assim como 0 nosso, utiliza a classificacdo
descrita por Newton™ (1962). O grupo controle deste estudo, n&o
apresentou EP, uma vez que foi composto por individuos dentados e que
a presenca de protese removivel foi um critério de exclusdo. No grupo
teste, composto por individuos desdentados e usuarios de protese total
superior, a prevaléncia de EP foi de 60%, resultado semelhante ao

3,5,28,43,58

encontrado em outros estudos , € dentro da amplitude de 11 a

67% considerada pela literatura®®9%:94116.117,

A deteccdo de Candida spp. tém sido maior nos individuos que
apresentam EP**®'7 o que também foi observado em nosso estudo.
Esta observagdo poderia sugerir que a Candida spp. € um fator causal da

EP’. Por outro lado, Kulak-Ozkan et al.®* (2002), consideram que a

presenca de Candida spp. em individuos que nao apresentam diagnostico
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clinico de EP poderia ser reflexo do método ou sitio de coleta e dos
critérios de selecdo dos individuos. Consideramos, assim como Wilson'*’
(1998), que a deteccdo de Candida spp. pode ser explicada pelo fato da
Candida spp. ser um microrganismo comensal e bastante frequente na
cavidade bucal, ndo sendo surpresa encontra-la na maioria dos casos, tal
como no grupo controle deste estudo. Neste grupo, Candida spp. foi
detectada em 50% dos individuos, embora tenha sido mais detectada nos
individuos que apresentaram maior indice de CPOD.

No grupo teste a deteccdo de Candida spp. foi em 76,7% dos
individuos, percentual semelhante a outros estudos, como os 79,41% de
Kreher et al.>® (1991), 63% de Blair et al.*? (1995) e 82,66% de Jorge et
al.>* (1997). Entretanto, esta porcentagem é maior do que a relatada em
outros estudos como os de Oliver e Shillitoe®® (1984), que detectaram
Candida spp. em 35% dos individuos, Schou et al.'®* (1987) em 38,6%,
Vigild et al.*'* (1987), em 46%, Cuming et al.?® (1990), em 42% e Kulak-
Ozkan et al.** (2002), em 38,6%. Esta variacéo, também considerada por

outros autores!®2>%°

, ocorre provavelmente pelos diferentes métodos de
coleta utilizados nos estudos (swab, imprint, saliva, bochecho).
Observamos que do total de individuos do grupo teste, 60%
apresentaram EP e destes, 83,3% foram positivos para a deteccdo de
Candida spp.. Barbeau et al.®> (2003) encontraram 76,6% dos individuos
com EP e em somente 40,4% destes, foi detectada Candida spp.. Assim

28,61

como em outros estudos“™”~, encontramos correlacdo estatistica entre EP
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e deteccdo de Candida spp., ainda que, Barbeau et al.> (2003), sugiram
gue a deteccdo de Candida spp. esteja mais relacionada com a extensao
da inflamacgéo provocada pela EP.

Apesar de alguns estudos relatarem uma maior diversidade de
espécies de Candida detectadas nos individuos com EP>**. C. albicans
foi a espécie mais frequentemente isolada em nossa amostra,

5,12,16,25,28,34,48,58,61,104- Embora em

concordando com estudos prévios
menor propor¢ao, outras espécies também foram identificadas, sendo C.
tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. lusitaniae, C. sphaerica, C.
famata e Pichia ohmeri. As trés primeiras espécies também séo relatadas
em outros estudos??28345861.104 ¢ | sitaniae, C. famata e Pichia Ohmeri
ndo sdo espécies frequentemente encontradas, principalmente nos
estudos relacionados a EP, embora sejam importantes, uma vez que Sao
espécies bastante resistentes. C. lusitaniae e Pichia ohmeri foram
espécies encontradas em dois individuos com diagndstico clinico de EP
do nosso grupo teste, sendo C. lusitaniae detectada em um individuo em
2 sitios de coleta (palato e lingua) e associada com C. glabrata (detectada
na protese total) e Pichia ohmeri nos trés sitios de coleta de outro
individuo. O individuo em que foi detectado C. lusitaniae nao relatou
problemas sistémicos e nao fazia uso de medicacgéao, e o individuo em que
foi detectado Pichia ohmeri relatou hipertenséo e uso de antihipertensivo.

C. famata foi detectada em dois individuos do grupo controle, ambos

coletados da lingua. Esses dois individuos ndo faziam uso de medicacéo,
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apesar de um relatar hipoglicemia. C. sphaerica foi detectada em um sitio
de um individuo com diagnéstico clinico de EP do nosso grupo teste. E
uma espécie comumente encontrada no queijo mussarela. Buford-Mason

et al.*®

(1988) ja relatavam a deteccdo de C. albicans viavel em alimentos
como cereais, saladas, frutas e sucos, além de uma variedade de itens
desidratados, em conserva e pasteurizados. Dessa forma, a detec¢céo de
C. sphaerica neste individuo pode estar relacionada com seus habitos
alimentares.

Observamos ainda, a deteccdo de mais de uma espécie de
Candida no mesmo individuo ou sitio de coleta, como descrito em outros

eStUdOSS'12'25'48'58.

Essas associacbes foram mais frequentes nos
individuos com diagnéstico de EP, o que também foi relatado por Barbeau
et al.”> (2003). Entre as associacdes detectadas neste estudo (C. albicans
e C. tropicalis, C. albicans e C. glabrata, C. albicans e C. famata, C.
tropicalis e C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis, C. glabrata e C.
parapsilosis, C. glabrata e C. lusitaniae) a mais frequente foi entre C.
albicans e C. tropicalis.

Arendorf e Walker® (1980) relataram que a Candida spp. ndo esta
uniformemente distribuida na cavidade bucal. Isto poderia explicar
diferencas na deteccdo de Candida spp. entre os sitios de coleta, como

obtido por Oliver e Shilitoe®® (1984) que relataram a lingua como o sitio

onde mais se isolou C. albicans. Entretanto, assim como Kuc et al.>®



Avaliagdo Clinica e Laboratorial da Estomatite por Protese. 110

(1999), ndo encontramos diferenca significativa para deteccdo de Candida
sSpp. entre os sitios analisados.
Entre as técnicas descritas para a coleta micologica, as mais

p28:4857.60.104 o 3 da impressdo (imprint)>'%. Esta

comuns sdo a do swa
Gltima é considerada por Arendorf e Walker® (1980) a melhor técnica para
obtencdo de amostras das superficies mucosas (principalmente da
mucosa palatina) e da superficie da protese, detectando até 15% mais
Candida spp., além de ser uma técnica que permite boa padronizacéo*®,
sendo a técnica eleita para nosso estudo.

A utilizacdo de um meio seletivo, como o CHROMagar Candida, e
de um kit comercial para identificacdo das espécies de Candida, como o
APl 20C AUX, tém sido mais comumente encontradas na

5827,30,31,34,41 42486594 Baighton et al.® (1995) consideram que o

literatura
uso do CHROMagar facilita o estudo de fungos associados com doencas
bucais. Entretanto, a correlacdo entre cor e definicAo da espécie neste
meio, nem sempre se apresenta determinante, considerando que em
34,2% dos isolados de Candida spp. do grupo teste e em 14,3% do grupo
controle a cor observada ndo foi compativel com a identificacdo da
espécie de Candida pelos métodos classicos. Por outro lado, o sistema
APl 20C AUX permite uma identificacdo rapida e pratica das leveduras,
porém é mais dispendioso, tornando-o menos acessivel ao uso rotineiro.

O fendtipo mais frequentemente encontrado no sistema API 20C

AUX foi 0 2.576.174, o qual identifica C. albicans, sendo encontrado em
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78,6% e 31,2% dos isolados do grupo controle e teste, respectivamente.

Hannula et al.*®

(1997) também relatam prevaléncia deste fenotipo, numa
proporcao de 79% de seus isolados.

Adicionalmente, os meétodos moleculares também tém sido
utiizados com maior freqiéncia em estudos de infeccdes

0rai32'46’47’64’68’91’101

, auxiliando na compreensdo da patogenicidade do
fungo. Entre essas técnicas, a de RAPD, tem se mostrado util em estudos
que analisam amostras da cavidade bucal?*3246>174.75115 = harmitindo
investigar a identidade da espécie, diversidade genética dos isolados,
microevolucdo de uma cepa, transmissao, persisténcia e resisténcia de
cepas ou de infeccdes**®’®. Sua capacidade em discriminar espécies ou
isolados é diretamente dependente da escolha dos iniciadores™*’, e o
poder discriminatério desta técnica pode aumentar com o uso de mais de
um iniciador’. Entretanto, a técnica é susceptivel a variagdes, que podem
afetar o poder desse efeito discriminatério e a reprodutibilidade deste
sistema. Entre essas variagbes podemos citar modificacbes na
concentracdo de cloreto de magnésio, numero de ciclos, tipo de
polimerase e temperatura de anelamento’. Considerando essa
susceptibilidade, utilizamos a mesma metodologia para 0s quatro
iniciadores selecionados para este estudo.

Como relatado por Pinto et al.® (2004) e por Leung et al.®* (2000)

observamos que alguns iniciadores utilizados neste estudo ndo foram

capazes de diferenciar os genadtipos dos diferentes isolados de Candida



Avaliagdo Clinica e Laboratorial da Estomatite por Protese. 112

spp.. Encontramos consideravel variagdo entre os iniciadores utilizados e
guando comparamos os iniciadores 4 e 6 com os iniciadores OPA-03 e
OPE-03, esta variacao foi maior.

Apesar disso, quando analisamos a associacdo entre os perfis
genotipicos gerados e o diagnostico de EP, ou sitio de coleta, ou
presenca de doenca sistémica, ou uso de medicamento ou habito de
fumar, ndo observamos correlacéo positiva, com nenhum dos iniciadores.
Assim, ndo encontramos um perfil genotipico que estivesse associado
com os fatores relacionados a patogénese da EP. Esta auséncia de

correlacdo também foi relatada por Lian et al.®®

(2004), embora em estudo
de candidose vaginal.

Entre as espécies avaliadas na genotipagem (C.albicans, C.
tropicalis e C. glabrata), notamos a presenca de um perfil genotipico
distinto para cada espécie. A diversidade genotipica dos isolados de cada
espécie, poderia ser considerada normal, refletindo a heterogeneidade da
populacéo em geral. Por outro lado, Al-Karaawi et al.? (2002) relatam que
cepas de C. albicans tendem a ser geneticamente mais similares quando
isolados entre individuos com variaveis semelhantes, como por exemplo,
entre individuos HIV soropositivos e soronegativos, localizacdo geografica
ou sitios de coleta. A aplicacdo deste principio na nossa amostragem do
grupo teste (usuarios de protese total) e do grupo controle (individuos

dentados), ndo mostrou essa similaridade considerando a mesma

localizacdo geogréafica desses individuos (regido de Araraquara) e 0S
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mesmos sitios de coleta. Boldo et al.*®

(2003) também nao obtiveram
correlagdo com a origem geogréfica ou caracteristicas clinicas (sitio de
coleta, presenca de doencas e susceptibilidade antifUngica) entre os
perfis encontrados, embora os resultados de Qi et al®* (2005)
demonstrem similaridade de genoétipos na cavidade bucal de individuos
jovens saudaveis, e os de Hannula et al.*® (2001) demonstrem maior
similaridade dos isolados quando comparados com a localizacédo
geogréfica.

Considerando os isolados de um mesmo individuo, Pinto et al.®®
(2004) constataram que os perfis genotipicos possuem maior similaridade.
Entretanto, em nossos resultados podemos observar tanto alta, quanto
baixa similaridade entre isolados do mesmo individuo, dependendo do
iniciador avaliado. Considerando a similaridade dos isolados com cepas
de referéncia, na maioria dos dendrogramas elas foram pouco
relacionadas aos isolados clinicos, ao contrario do relatado por Pinto et
al.28 (2004), que obtiveram perfis similares entre os isolados clinicos e as
cepas de referéncia.

Como ja relatado anteriormente, a deteccdo de Candida spp.
parece estar mais relacionada a microbiota oral do que a presenca de EP.
Entretanto, a proliferacdo de Candida spp., pode ser causada pela
alteracdo que a proétese total causa no micro-ambiente bucal, produzindo

Pll7.

condicbes mais favoraveis para o desenvolvimento da E Dessa

forma, este estudo também avaliou fatores como a experiéncia do
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individuo com o uso de prétese total, idade, qualidade, freqtiéncia de uso
e limpeza dessas proteses.

A experiéncia dos individuos avaliados quanto ao uso de prétese
total foi de aproximadamente 28 anos e a idade das proteses atuais,
aproximadamente 20 anos. Estes resultados revelam uma triste realidade,
pois considerando que a média de idade destes individuos foi de
aproximadamente 62 anos, podemos constatar que a necessidade de um
tratamento reabilitador com proéteses totais foi precoce, e a procura pela
manutencao deste tratamento foi precéria, considerando a média alta de
idade encontrada nas proteses atuais. Por si sé, estes fatores ja resultam
em problemas para esses individuos, pois além da reabsorcdo 6ssea
fisiologica, ha uma adaptacdo do sistema estomatognatico para tentar
compensar as perdas, gerando disfuncdes, dores, ferimentos de mucosa,
entre outros. Quando associados a outras variaveis, como as analisadas
neste estudo, temos um aumento no potencial de se desenvolver
patologias, sejam elas simples ou complexas. Complementarmente,
Dormenval et al.*® (1999), atribuem os problemas nutricionais severos,
apresentados pelos individuos de seu estudo, a falta de qualidade das
préteses para a funcdo do sistema mastigatério. Budtz-Jorgensen®
(1981) e Jeganathan et al.>? (1997) relatam ainda que préteses antigas
podem predispor a EP, pois além de causar traumas fisicos na mucosa
subjacente, a superficie do material torna-se porosa, dificultando a

higienizacdo. Moskona e Kaplan’’ (1992) relatam que a etiologia da EP
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esta mais relacionada com a idade das préteses do que com a qualidade.
Entretanto, esses dois fatores estdo diretamente relacionados uma vez
gue o problema de uma protese antiga é justamente a perda da qualidade
da mesma, seja funcional, estética ou estrutural.

Em nosso estudo, as proteses foram classificadas com uma
pontuacdo minima de zero (protese totalmente adequada) a maxima de 7
(protese totalmente inadequada), sendo que a maioria obteve pontuacéo
3 (35%), seguida pela pontuacéo 2 (30%). Considerando que a média de
idade das préteses totais foi alta, era esperado que apresentassem
pontuacdes maiores, indicando menor qualidade. Mesmo assim Nossos
resultados demonstraram correlacdo positiva entre a qualidade que a
prétese apresentou e o diagnéstico de EP, concordando com Oliveira et
al.®® (2000), e correlacdo entre a qualidade da prétese e deteccéo de
Candida spp., o que também foi observado em estudo anterior®*. Entre os
indices que classificaram a qualidade das proteses, 0 que mais se
destacou foi o material, considerado insatisfatério em 93,3% das proéteses,
gue a nosso ver esta diretamente relacionado a média de idade alta das
proteses. Isto certamente compromete a sua qualidade, favorecendo a
adesao de Candida spp.® e atuando como um reservatério da infeccdo™°.

A exposicdo continua da mucosa palatina a esse reservatorio,
através do uso continuo da protese, pode aumentar a prevaléncia de
EP3151%  Apesar de Kreher et al®® (1991), relatarem uma baixa

porcentagem (14,7%) de individuos que faziam uso continuo da protese,
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em nosso estudo a maioria dos individuos (73,3%) relataram essa forma
de uso. Esse resultado era esperado, porém indica que estes individuos
nao estdo conscientizados de que a protese € um aparelho que deve ser
removido em algum periodo do dia para permitir um descanso ou alivio da
mucosa. Neste quesito, assim como Crocket et al.® (1992) e Oliveira et
al.®® (2000), ndo encontramos correlacéo entre uso continuo da prétese
total e diagnéstico de EP. Porém, Vigild et al.*** (1987) e Shulman et al.?®
(2005), relataram um aumento significante na prevaléncia de EP quando
do uso continuo da protese. Nossos resultados também néo
demonstraram correlacdo entre 0 uso continuo da prétese e a deteccgao
de Candida spp., embora Arendorf e Walker® (1980), Kreher et al.*®
(1991), e Jorge et al.>* (1997), tenham relatado maior deteccdo de
Candida spp. nesses individuos.

Outro fator frequentemente relacionado a etiologia da EP é a
deficiéncia na limpeza da prétese total**0122>6,

Avaliando os habitos de higiene dos individuos deste estudo
encontramos valores baixos para a higienizacdo da mucosa do palato
(43,3%), da lingua (56,7%) e para a embebicédo da protese em solucao de
limpeza (43,3%). Mesmo assim, nao encontramos relacéo
estatisticamente significante entre a pratica desses habitos e o
diagnéstico de EP ou para a deteccdo de Candida spp.. Embora 100%
dos individuos relatassem fazer a higienizacédo das proteses, 90% destas

apresentaram grau ruim de higienizacédo. Isto pode ser explicado pela
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falta de destreza manual e/ou diminuicdo da acuidade visual destes
individuos, falta de instrucdo por parte de um profissional ou falta de
material adequado para esta limpeza, como o0 uso de escovas
desenvolvidas para esta finalidade. Além disso, os individuos nao tém
conhecimento sobre biofilme, acreditando que suas proteses estao limpas
gquando ndo apresentam restos alimentares. Em nossos resultados
encontramos correlacdo estatistica entre higiene ruim da prétese e
diagnéstico de EP, concordando com outros estudos!?1#5261114
Também encontramos correlacdo entre higiene ruim da prétese e
deteccdo de Candida spp., assim como relatado por Budtz-Jorgensen et
al.'® (1975), d’Avila®** (2003) e Kulak-Ozkan et al.** (2002) embora Schou
et al.’%* (1987) e Oliveira et al.2® (2000), n&o tenham obtido esta relacéo.
Considerando ainda a protese total como um fator importante na
etiologia da EP e tendo conhecimento de que o fungo tem a capacidade
de aderir a superficie, a adesdo da Candida spp. também foi avaliada
neste estudo. O acrilico das préteses tem um importante papel no
aumento do risco de colonizacéao e/ou proliferacdo de Candida spp., pois
podem atuar como um reservatério de microrganismos®*’°. A aderéncia
do fungo na superficie de acrilico da protese total parece ser o passo
inicial para a colonizacdo e subseqiiente invasdo dos tecidos bucais®*°.
A adesado pode variar dependendo da espécie do fungo e do tipo de

substrato, como constatado por Luo e Samaranayake®® (2002), que

verificaram que C. glabrata aderiu em maior quantidade quando
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comparada & C. albicans, e por Radford et al.*®

(1998), que verificaram
qgue superficies rugosas promovem maior grau de adeséo de C. albicans
guando comparada a superficies polidas.

Nossos resultados ndo demonstraram diferencas estatisticas na
adesdo de C. albicans entre os grupos controle e teste. Embora C.
albicans apresentasse valores numericamente maiores, também néo foi
obtida diferenca estatistica entre a aderéncia de C. albicans e C. tropicalis
nos corpos de prova de resina avaliados. Panagoda et al.®’ (2001)
também ndo observaram diferencas de adesdo entre espécies, embora
estivessem avaliando C. albicans e C. parapsilosis. Luo e
Saramanayake® (2002) relataram que C. glabrata mostrou maior ades&o
guando comparada a C. albicans. Estes dois ultimos estudos relacionam a
capacidade de adesado da Candida a hidrofobicidade da superficie celular.
Esta hidrofobicidade pode variar com a temperatura, resultando no
aumento ou diminuicdo da adesdo®®. Também n&o encontramos diferenca
estatistica para a quantidade de células aderidas e o diagndstico de EP,
considerando o isolado escolhido para o teste de adeséo e sua respectiva
origem, isto €, se o individuo portador daquele isolado apresentava EP ou
nao.

Sabemos também que ha diferencas na adesao entre diferentes
tipos de materiais®®!®, inclusive entre as resinas termo e

autopolimerizavel. No entanto, optamos por avaliar a adesdo apenas na

resina termopolimerizavel pois esta € utilizada para a confeccdo de
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préteses totais. Outro fator importante para as diferencas encontradas nos
estudos de ades&o é o fato da superficie ser polida ou nd0®®. Ramage et
al.”* (2004), relatam que a superficie rugosa permite maior penetracéo do
fungo, dificultando a higienizacdo. Entretanto, sabemos que a superficie
interna da proétese total ndo pode ser polida, pois afetaria diretamente a
retencao e estabilidade da mesma.

Outros estudos avaliam ainda a influéncia da saliva na adeséo do
fungo na resina, e embora este fator ndo tenha sido avaliado em nosso
estudo, encontramos resultados contraditorios. No estudo de Vasilas et

al.'® (1992), foi relatado aumento da adesdo na presenca de saliva e

outros estudos’®*®

relatam a diminuicdo da adeséo na presenca de saliva.
Radford et al.®® (1998) explicam que a presenca da saliva promove
diminuicdo do efeito de rugosidade da superficie do acrilico, diminuindo
também as diferencas de energia de superficie livre entre os materiais.

Tendo em vista que o desequilibrio na relacdo hospedeiro-fungo
que resulta na instalacdo da EP, parece estar mais fortemente
relacionado com fatores do hospedeiro, e que este ainda possa colaborar
com a capacidade de adesdo da Candida spp., fornecendo possiveis
receptores para o fungo romper as barreiras de protecdo da mucosa
bucal, este estudo também avaliou a adeséo de Candida spp. segundo o
tipo sanguineo dos individuos.

Shay et al.'®® (1997) relatam que o tipo sangiiineo do individuo

pode influenciar na susceptibilidade de infeccao por Candida por interferir
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na capacidade do microrganismo de aderir as células epiteliais. O
acumulo de biofilme, a maior freqiiéncia e a maior severidade da EP tém
sido associados ao fenétipo O, de acordo com estudo de Lamey et al®.
(1991). Apesar dessa afirmacéo, acreditamos que embora o acumulo de
biofilme possa ser maior em um determinado grupo sanguineo, este € um
fator que pode ser controlado pela adequada higienizacao da protese e da
mucosa bucal.

Em nosso grupo controle encontramos a mesma porcentagem
(27,8%) para os dois grupos sanguiineos O Rh+ e A Rh+. O grupo teste
apresentou prevaléncia do grupo O Rh+ (45%) seguido do grupo A Rh+
(31,7%). Esse era um resultado esperado uma vez que a maior parte da
populacdo de Araraquara faz parte destes dois grupos. Para os fendtipos
ABO e RhD encontramos diferenca estatisticamente significante entre o
grupo O Rh+ e a presenca de EP e entre o grupo A Rh+ e a deteccao de
Candida spp. Embora nossos resultados concordem com os de Nikawa et
al.®! (1991), que relatam que o grupo O apresentou maior propensdo de
EP, discordam, do relatado por Buford-Mason et al.'® (1988), e Ben-Aryeh
et al.® (1995), que encontraram uma alta porcentagem de Candida spp. no
grupo O.

Para os fendtipos Lewis, tanto o grupo controle quanto o grupo
teste apresentaram prevaléncia de Le®, ou seja, secretores (83,3% e
66,7%, respectivamente), identificacdo também predominante na

populacdo em geral. Nao encontramos correlacdo estatistica entre o
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estado secretor e a presenca de EP, assim como entre o estado secretor
e a deteccdo de Candida spp., devido a baixa prevaléncia de nao
secretores na nossa amostra (5,5% no grupo controle e 10% no grupo
teste).

Entretanto, nos parece relevante o fato de que entre os individuos
secretores, 60% apresentavam EP, enquanto entre os nao secretores o
percentual foi de 50%. A deteccdo de Candida spp. em nosso estudo foi
de 80% nos individuos secretores do grupo teste e 46,7% do grupo
controle, enquanto nos nao secretores foi de 83,3% no grupo teste e
100% no grupo controle, embora este ultimo valor corresponda a um
anico individuo (ndo secretor e positivo para deteccdo de Candida spp.).
Percentualmente estes resultados sugerem que o estado secretor nao
influencia a presenca de EP, nem a deteccdo de Candida spp.,

| 107

concordando com os resultados de Shin et a (2003), embora outros

relatem correlacdo dos individuos ndo secretores com a presenca da

9.19.2889.112  Estydo sobre

EP®*’® e com a deteccdo de Candida spp.
candidose vaginal®* também relata maior nimero de infeccbes em
mulheres ndo secretoras de Lewis.

Considerando a combinacédo dos sistemas sanguineos ABO, RHD
e Lewis, encontramos maior frequéncia de individuos do grupo O Rh
positivo Le (a- b+). Destes 72,2% apresentaram EP e em 88,9% foi

detectado Candida spp.. Estas frequéncias poderiam sugerir que

individuos pertencentes a combinacdo destes grupos sdo mais
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susceptiveis a EP e a colonizacdo por Candida spp., embora o0s
resultados ndo tenham sido estatisticamente significantes. Estudos
prévios®*® relatam maior susceptibilidade & individuos do grupo O Le (a+
b-). A sugestdo de gque antigenos Le® atuem como receptores para

09197 h40 se confirmou neste estudo.

Candida spp.
Considerando ainda a importancia do hospedeiro no
desenvolvimento e/ou manutencdo da EP, outras caracteristicas foram

avaliadas. Neste interim, embora a literatura*®”84117

relate que a EP é
mais comum no sexo feminino, em nosso estudo, ndo encontramos
diferenca estatistica entre os géneros e o diagndstico clinico de EP nos
individuos usuérios de prétese total, concordando com Vigild et al.*'*
(1987), Barbeau et al.® (2003) e d'Avila** (2003). Também n&o
encontramos diferenca estatistica entre os géneros e a deteccao de
Candida spp., tanto no grupo controle quanto no grupo teste, apesar da
alta prevaléncia de mulheres (66,7% e 78,3%, respectivamente). Estas
prevaléncias sdo semelhantes as encontradas em outros estudos tais
como 67% na amostra de Vigild et al.*** (1987), 82,6% Cumming et al.*®
(1990), 69,2% Crockett et al.?® (1992), 61,4% Blair et al.? (1995), 62,67%
Jeganathan et al.>* (1997) e 71,49% Budtz-Jorgensen et al.'® (2000).
Arendorf e Walker* (1987) e Vigild et al.*'* (1987), relatam que a
prevaléncia da EP diminui com a idade do individuo. Este ultimo relata em

seu estudo uma prevaléncia de 46% aos 75 anos e 22% aos 85 anos.

Discordando destes, Wilson'*” (1998) e Barbeau et al.®> (2003) relatam
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que a prevaléncia da EP aumenta com a idade do individuo, devido ao
declinio das defesas imunes, podendo ser considerada como um fator
predisponente para a EP. Em nosso estudo consideramos apenas a
média de idade em cada grupo, pois acreditamos que a idade ndo esta
diretamente relacionada a EP, uma vez que idade avancada ndo é
sinbnimo de doenca. Consideramos ainda que 0 aumento na expectativa
de vida observado na populacdo esté intimamente relacionado a melhora
na qualidade de vida da mesma. Assim, a média de idade no nosso grupo
controle foi de 44,72 + 6,91 anos, e para o0 grupo teste foi de 62,48 +
11,34 anos. O nosso grupo teste apresentou meédia de idade semelhante

10,25,52,60

a relatos de estudos prévios , embora inferior a outros, que

apresentaram média de aproximadamente 80 anos!?18283643.104  apre
individuos institucionalizados ou n&o.

Outro fator a ser considerado na etiologia ou predisponente para a
EP é a presenca de doencas sistémicas e/ou uso de medicamentos nos
usudrios de prétese total*°. Estas foram condices comuns em nossa
amostra do grupo teste. Dessa forma, 73,3% dos individuos relataram
alguma doenca sistémica, sendo as do sistema cardiovascular as mais
freqlentes, predominantemente a hipertensdo. Este resultado pode ser
considerado préximo aos 81% encontrado por Dormenval et al.*® (1999).

Ohman et al.®® (1995), também relataram alta prevaléncia de doencas

cardiovasculares, principalmente as doencas coronarianas (64%) e a
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hipertensdo (58%), embora Kuc et al.*® (1999) relatem uma freqiiéncia
bem inferior (47,6%).

Avaliando nosso grupo controle, entre os 55,5% dos individuos que
apresentaram doenca sistémica, Candida spp. foi detectada em 50%, uma
freqiéncia menor do que o grupo teste (59,1%), como também relatado
por Arendorf e Walker® (1980). Na avaliacdo do grupo teste, entre os
73,3% dos individuos que apresentaram doenca sistémica, 59,1%
apresentaram EP e em 75% foi detectado Candida spp.. No entanto, entre
0s 26,7% que ndo apresentaram doenca sistémica, encontramos também
alta incidéncia da EP (62,5%) e Candida spp. (87,5%). Nado encontramos
diferenca estatistica tanto no diagndstico de EP, quanto na deteccdo de
Candida spp., entre os individuos com ou sem doenca sistémica.
Cumming et al.?® (1990) e d'Avila®* (2003), apesar de n&o encontrarem
diferenca estatistica entre a presenca de doencas sistémicas e a EP,
relatam diferenca estatisticamente significante para a deteccdo de
Candida spp. entre os individuos saudaveis e 0s que apresentavam
doenca. Embora nosso estudo ndo apresentasse diferenca estatistica
entre os individuos que apresentaram ou ndo doenca sistémica, a sua
presenca foi correlacionada com a deteccdo de Candida spp., diferindo do
relato por Ohman et al.® (1995) e Kuc et al.*® (1999) que n&o
encontraram correlacdo entre a presenca de doencas sistémicas e a

deteccao de Candida spp..



Avaliagdo Clinica e Laboratorial da Estomatite por Protese. 125

Em nossa amostra o uso de medicamentos foi relatado por 70%
dos individuos, sendo o mais utilizado os medicamentos do grupo dos
anti-hipertensivos. Estes medicamentos podem induzir a xerostomia, a
qual associada a presenca da protese (que modifica 0 microambiente oral
com a queda do pH), e ao ambiente anaerébio que favorece o
crescimento de Candida e outros microrganismos’®®, conduzem a um
agravamento do quadro e torna o individuo mais susceptivel a infeccdes
fungicas.

Considerando o uso de medicamentos, encontramos que em nosso
grupo controle, 50% dos individuos relataram fazer uso de alguma
medicacdo, e em 44,4% destes foi detectado Candida spp.. Este valor
pode ser considerado bem inferior quando comparado ao nosso grupo
teste, no qual 70% relataram fazer uso de alguma medicacao, sendo que
61,9% apresentaram EP e em 73,8% foi detectado Candida spp.. N&ao
encontramos diferenca estatistica significante no diagndstico clinico de EP
ou na deteccdo de Candida spp. entre os individuos que faziam uso de
medicamentos ou n&o. Vigild et al.®* (1987) e Cumming et al.?® (1990)
também nao encontraram diferenca estatistica entre uso de medicacéo e
a presenca da EP. Entretanto, nossos resultados mostraram correlacao
entre uso de medicacao e deteccdo de Candida spp., assim como Kreher
et al.®® (1991), que encontraram ainda correlacdo entre uso de

medicamento e presenca de EP, e ao contrario de Kuc et al.>® (1999), que
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ndo encontraram correlacdo entre uso de medicacdo e incidéncia de
Candida spp..

O tabaco, por meio do cigarro, também é um fator relacionado ao
hospedeiro e considerado como predisponente para a EP°. Na opini&o de
Kreher et al.®® (1991) individuos fumantes possuem o dobro de
possibilidade de apresentar EP. A prevaléncia de fumantes em nossa
amostra foi pequena (21,7%), porém apresentaram uma consideravel
incidéncia de EP (53,8%) e uma alta deteccdo de Candida spp. (92,3%).
Crocket et al.®® (1992) relatam prevaléncia semelhante (60%) de
individuos fumantes com EP, embora em estudo de Cumming et al.?®
(1990) a prevaléncia foi bem aquém (14%). Arendorf e Walker® (1980) e
Oliver e Shilitoe® (1984) também relatam alta deteccéo de Candida spp.
em individuos fumantes. Entretanto, este fator ndo foi estatisticamente
significante em nosso estudo, quando relacionado ao diagnéstico da EP,

28108 tanham

concordando com estudo anterior**, embora outros autores
encontrado esta correlacdo. Também ndo encontramos resultados
estatisticamente significantes quando relacionamos o fumo a deteccao de
Candida spp., concordando com Oliver e Shillitoe® (1984).

Frente ao aumento da expectativa de vida e a grande demanda por
tratamento reabilitador com proétese total, seja por limitacdes sistémicas
ou econbmicas, acredita-se que essa necessidade persistira por muitos

anos'®. Assim, esperamos que a patogénese da EP possa ser melhor

esclarecida. Estudos que ja consideram outros fatores de viruléncia e
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avaliam caracteristicas como a superficie celular da Candida,
hidrofobicidade da superficie celular, energia livre da superficie do
acrilico, adsorcdo de proteinas da saliva pelo acrilico, ou mesmo
associacdo de Candida com outros microrganismos, talvez possam ajudar
no esclarecimento desta patogénese.

Entretanto, consideramos que, diante dos resultados obtidos neste
estudo, tanto para as variaveis clinicas quanto para as laboratoriais, suas
correlacdes, a comparacdo com os resultados encontrados na literatura e
independente das técnicas utilizadas, o hospedeiro deve ser visto como a
variavel mais importante. Assim, acreditamos que este determina a
instalacdo de uma patologia ou ndo, € capaz de adaptacles, subjetiva
resultados, podendo explicar ainda a variedade de resultados na literatura

e devendo conduzir o foco para novos estudos relacionados a EP.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que:
- 0s individuos com EP apresentaram maior diversidade de espécies de
Candida
- a presenca de EP foi associada com os individuos pertencentes ao
grupo sangtineo O Rh + e com a deteccédo de Candida spp. no palato
- a deteccdo de Candida spp. foi associada com a presenca de EP, com a
presenca de doencas sistémicas, uso de medicacéo, higiene e qualidade
das proteses totais e com os individuos do grupo A Rh+
- ndo foi encontrado um perfil genotipico de Candida spp. ou quaisquer

caracteristicas de adesao relacionada a EP.
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ANEXO 1



CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: “Avaliacdo de fatores relacionados a estomatite por protese —
anélise molecular de Candida spp. e correlacdes clinicas”.

Pesquisador Responsavel: Susana d’Avila

Por esse instrumento particular declaro, para os devidos fins éticos e legais, que eu

(nome)

(idade) , (data de nascimento) ,
(nacionalidade) , (profisséo) ,
R.G. Jresidente a

, nha cidade de

, Estado , PG , concordo

em absoluta consciéncia com o0s procedimentos a que vou me submeter para coleta de
informacgdes e amostras (da boca, saliva e sangue) que tem por objetivo saber se existe
ou nado infeccdo causada pelo fungo Candida ssp (conhecida como “sapinho”) em
pacientes que utilizam dentadura. Esta pesquisa permitira uma avaliacao individual e da
populacao local, podendo mostrar diferencas quanto ao tipo de espécie(s) presente(s)
ou da causa entre os pacientes. Desta forma, o paciente que usa proétese total podera
ser beneficiado com tratamentos diferenciados e preventivos prescritos de acordo com
suas necessidades, evitando uso de antifUngicos sem saber a necessidade, além da
orientacdo de tratamento se a infeccéo existir, nos termos abaixo relacionados:

1- Esclareco que recebi explicacdo verbal e também por escrito de todas as
informacgdes sobre minha participacdo nesse trabalho cientifico, possuindo total
liberdade para esclarecer duvidas e/ou desistir da pesquisa a qualquer
momento, sem sofrer nenhuma penalizacdo. Ao participar do estudo, receberei
0 tratamento proposto para coleta de material (da boca e da saliva, que sera
realizado na Faculdade de Odontologia, e de sangue que sera realizado no
Laboratorio de Analises Clinicas UNESP/Araraquara com a finalidade de
identificacdo do meu tipo sangiiineo) e para o tratamento da infeccéo, se a

mesma existir, conforme o plano de tratamento proposto anteriormente;



2-

3-
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Esclareco também que fui amplamente informado(a), verbalmente e por escrito,
sobre os BENEFICIOS (deteccéo e tratamento de lesdes causadas por Candida
spp., instrucdo de higiene oral e da prétese, orientacfes gerais sobre a doenca
e colaboracdo na tentativa de evoluir as propostas de tratamento que existem
atualmente para esta infeccdo) e RISCOS (inexistentes ao estudo, uma vez que
todo material a ser utilizado sera descartavel ou esterilizado em autoclave,
segundo as especificagdes técnicas e normas do Ministério da Saude — Controle
de infecgdes e a pratica odontologica em tempos de AIDS: Manual de Condutas,
Brasilia: Ministério da Saude, 2000. 118p., impossibilitando a transmissao de
doencas. Para possiveis reacbes adversas como hematoma, nauseas e
vomitos, desmaio, convulsdes, contragdes musculares e espasmos, arritmias ou
parada cardiaca, que possam ocorrer durante a coleta de sangue, a equipe do
laboratorio onde sera feita a coleta possui treinamento, sendo capacitados a
fornecer a assisténcia necessaria e adequada).

Autorizo para fins de pesquisa, 0 uso, a divulgacao e a publicacdo de todos os
dados e resultados obtidos do relatério geral da pesquisa, mantendo em
absoluto sigilo a minha identidade;

Fui esclarecido verbalmente e por escrito, pela aluna do Curso de POs-
Graduacgao, das vantagens e desvantagens da coleta de material, da coleta
sanglinea e do tratamento da infec¢ao (se a mesma existir);

Caso eu apresente qualquer davida ou necessite de algum atendimento
relacionado a esta pesquisa poderei entrar em contato com a responsavel
(Susana d’Avila) pelos telefones (16) 3301-6428 (recado com Silvia) ou (16)
3301-6406 (recado com Lucia ou Marta). Para recursos ou reclamagdes devo
contactar a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa pelos telefones (16)
3301-6432 ou (16) 3301-6434.

Todas essas normas estdo de acordo com o Codigo de Etica Profissional
Odontolégico, segundo a resolugdo C.F. 179/93 e com a Declaracdo de

Helsinque II.
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Portanto, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos, dato e assino esse

termo de consentimento informado, por estar de pleno acordo com o teor do mesmo.

Araraquara, de de 200 .

PACIENTE

PROF RESPONSAVEL PESQUISADOR RESPONSAVEL
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RESUMO

Este estudo avaliou a estomatite por prétese total e as variaveis
relacionadas a sua etiologia, considerando as caracteristicas clinicas do
individuo, as caracteristicas micologicas e de adesdo das espécies de
Candida e o grupo sangiineo dos individuos. Sessenta individuos
portadores de protese total superior (grupo teste) e 15 individuos néo
usuarios de préteses removiveis (grupo controle) foram avaliados. As
amostras micoldgicas foram coletadas da mucosa do palato, face interna
da prétese e dorso da lingua, por imprint. A identificacdo das espécies de
Candida foi realizada por métodos classicos (cultura) e moleculares
(RAPD). A avaliagdo da qualidade das proteses totais foi realizada com
base em cinco indicadores (defeitos, material, estabilidade, retencdo e
oclusdo) e a da qualidade da higiene da protese total, por meio da
visualizagao do biofilme com o uso de evidenciador de placa. Nao houve
diferenca significativa no diagndstico de EP e na detec¢do de Candida
spp. entre o géneros, habito de fumar, presenca de doenca sistémica, uso
de medicamentos e habitos de higiene (cavidade bucal e PT). A EP foi
correlacionada com deteccao de Candida spp. no palato e com individuos
O Rh+. Entretanto nado foi correlacionada com um perfil genotipico de
Candida spp. ou uma espeécie de Candida, com a quantidade de células
aderidas nos corpos de prova de resina, com o0 estado secretor do
individuo, com o uso continuo ou qualidade e higiene da protese total. A
deteccdo de Candida spp. foi correlacionada com a presenca de EP, com
doenca sistémica, uso de medicamentos, com a qualidade e higiene das
proteses e com individuos A Rh+. Com base nos resultados obtidos
verificamos que a presenca de estomatite por protese total foi

correlacionada com o grupo sangtineo do individuo e com Candida spp.,
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a qual também foi correlacionada com caracteristicas do hospedeiro e da

prétese total.

Palavras-Chave: Estomatite sob protese; Candida; tipagem e reacdes
cruzadas sanguineas; técnicas de tipificacdo micoldgica, biologia

molecular.
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Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2006.

ABSTRACT

This study evaluated the denture stomatitis (DS) and clinical variables
related with its etiology, considering the characteristics of clinical,
mycological, adhesion profile and blood group of the subjects. 60 denture
wearers (test group) and 15 subjects without removable appliances
(control group) were evaluated. The mycological samples were taken from
palate, denture and tongue by imprint method. The Candida species were
identified by classical (culture) and molecular (RAPD) methods. The
evaluation of denture quality was performed on basis of five parameters
(defect, material, stability, retention, and occlusion) and the hygiene of the
denture by means of plaque observation. Statistical difference was not
observed between diagnosis of DS and Candida detection for gender,
smoking, systemic diseases, medication, hygiene habits (oral cavity and
denture). The DS was correlated with Candida spp. on the palate and with
subjects O Rh+. However, there was no significance with genotypic profile
with any species of Candida either clinical or molecular features. The
detection of Candida was correlated with DS, systemic diseases,
medication, quality and hygiene of denture in A Rh+ subjects. Within the
limits of this study we conclude that denture stomatitis was correlated with
blood group and Candida as well as the characteristics of the host and the

denture.

Keywords: Denture stomatitis; Candida; blood group; mycological
identification; molecular biology.
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